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RESUMO

Avaliacdo do efeito leishmacinida de substancias naturais e semissintéticas via inibicéo
de topoisomerase de Leishmania sp.

A leishmaniose é uma das mais importantes doencas tropicais negligenciadas em termo de
escobertas e desenvolvimento de farmacos. Além disso, a quimioterapia usada para tratar esta
doenca provou ser altamente téxica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito leishmanicida
de derivados da propolis coletada na regido semiarida da Bahia e uma série de alcamidas
naturais, sintéticas e modificadas, bem como, avaliar a agcao destes sobre a atividade enzimatica
de topoisomerase de Leishmania e humana. O estudo quimico da propolis foi realizado através
da andlise por espectrometria de massas de alta resolucao; e as alcamidas foram obtidas a partir
das reacdes de preparacao de cloreto de acidos, de preparacéo das amidas a partir de cloreto
de acido e amina e da amindlise da feniletilamina com o p-hidroxi-cinamato de metila. Os efeitos
citotdxicos foram avaliados em macréfagos J774, através do ensaio de MTT. O efeito inibidor, a
partir de ensaios in vitro, sobre formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L.
chagasi foram avaliados através do ensaio de MTT e do ensaio de células J774 infectadas com
formas promastigotas destas espécies, respectivamente. O efeito inibidor sobre formas
promastigotas e amastigotas de L. infantum iFRP70 foi avaliado através da capacidade de
emissdo de luz infravermelha pelas cepas marcadas pela proteina iIFRP70. A inibicdo da
atividade da enzima topoisomerase foi avaliada através do relaxamento do DNA superenovelado,
apos analise de eletroforese em gel de agarose. A formag¢do de complexo de clivagem foi
avaliada através da capacidade de manutencdo do corte na fita de DNA ao longo 30 minutos,
apos andlise de eletroforese em gel de agarose. O extrato etandlico, as fracdes hexéanica, acetato
de etila e metandlica da propolis, bem como os flavonoides naringenina e isoramnetina, nao
apresentaram efeitos deletérios sobre as células J774 até a maxima concentragdo testada (100
pM). Das 16 alcamidas testadas, apenas trés apresentaram efeitos deletérios sobre as células
J774 a partir da concentracdo de 10 pM. A fracdo acetato afetou o crescimento de formas
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, com percentuais de efeito maximo, na
concentragdo de 10 pM, iguais a 82,2% e 75,5%, respectivamente, valores significativos quando
comparados ao farmaco pentamidina. Os flavonoides naringenina e isoramnetina também
afetaram significativamente o crescimento de formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis e L. chagasi. Estes flavonoides afetaram a atividade enzimatica da topoisomerase
de leishmania, interferindo na capacidade da enzima em relaxar o DNA superenovelado, formado
durante o processo de replicacdo de DNA. Os mesmos flavonoides ndo foram capazes de
interferir na atividade enzimatica da topoisomerase humana. Em relagéo as alcamidas testadas,
aquelas denominadas RAC4, RAC8, RAC9, RAC12 e RAC16, apresentaram um efeito
significativo contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L.
infantum iIFRP70, com concentragdo inibitéria de 50% (Clso) abaixo de 10 uM, efeito méaximo
acima de 60%. Estas alcamidas, quando testadas em concentragées variando de 100 a 3,15 pM
MM, inibiram a capacidade da topoisomerase de leishmania em relaxar o DNA superenovelado,
interferindo de forma significativa na atividade enzimatica, com destaque para a RAC8 que foi
capaz de inibir a atividade a partir de 6,25 pM, menor concentragdo inibitéria observada. Estas
alcamidas ndo inibiram a atividade enzimatica da topoisomerase humana, em nenhuma das
concentragdes testadas, garantido a inibicdo seletiva da DNA topoisomerase de leishmania.
Quando avaliada a capacidade de formac¢édo de complexo de clivagem, as alcamidas RAC4,
RACS8, RAC9, RAC12 e RAC16, foram capazes de manter a estabilidade de formacédo do
complexo de clivagem, mantendo o DNA cortado ao longo de 30 minutos. Dessa forma, esse
trabalho demonstrou que as substéncias naturais e semissintéticas, apresentaram um efeito
leishmanicida contra L. amazonensis, L. chagasi e L. infantum iFRP70, bem como inibiram, de
forma seletiva a atividade catalitica da enzima DNA topoisomerase de leishmania, podendo vir a
ser utilizado como prot6tipo para o desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas.

Palavras-chaves: Leishmaniose. Doenca negligenciada. Antileishmania. Propolis. Alcamidas



ABSTRACT

Evaluation of the leishmanicidal effect of natural and semisynthetic substances by
inhibition of topoisomerase of Leishmania sp.

Leishmaniasis is one of the most important neglected tropical diseases in terms of drug
discovery and development. Furthermore, the chemotherapy used to treat this disease
has been proved to be highly toxic. The aim of this work was to evaluate the
leishmanicidal effect of propolis derivatives collected in the semi-arid region of Bahia and
a series of natural and semisynthetic alkamides, as well to evaluate the action of these
on the enzymatic activity of Leishmania and human DNA topoisomerase. The chemical
study of propolis was carried by high resolution mass spectrometry analysis; and
alkamides were obtained from the acid chloride preparation reactions, the preparation of
the amides from the acid chloride and the amine reactions, and the aminolysis of the
phenylethylamine with the methyl p-hydroxycinnamate reactions. The cytotoxic effects
were assessed on macrophages J774 by MTT assays. The inhibitory effect, in vitro
assays, on promastigote and amastigote forms of L. amazonensis and L. chagasi were
evaluated by MTT assay and cell J774 infected with promastigotes forms of these
species assay, respectively. The inhibitory effect on promastigote and amastigote forms
of L. infantum iIFRP70 was assessed by the capacity of infrared light emission by strains
iIFRP70. The inhibition of topoisomerase activity was assessed by DNA supercoiled
relaxation assay. Cleavage complex formation was assessed by the capacity to maintain
the cleavage in the DNA strand over 30 minutes. The ethanolic extract, the hexane, ethyl
acetate and methanolic fractions of propolis, and flavonoids naringenin and isoramnetin,
did not present deleterious effects on the J774 cells until to the maximum concentration
tested (100 uM). These flavonoids affected the enzymatic activity of leishmania
topoisomerase, interfering in the enzyme's capacity to relax the DNA supercoiled and
did not affected the enzymatic activity of humana topoisomerase. The alkamides tested,
RAC4, RACY9, RACY9, RAC12 and RAC16 showed a significant effect against
promastigotes and amastigotes forms of L. amazonensis, L. chagasi and L. infantum
iFRP70, with a 50% inhibitory concentration (ICso) below 10 uM and maximum effect
above 60%. These alkamides tested at concentrations ranging from 100 to 3.15 pM,
inhibited the capacity of leishmania topoisomerase to DNA supercoiled significantly
interfering in the enzymatic activity, especially RAC8 that was able to inhibit activity from
6.25 pM, lower inhibitory concentration observed. These alkamides did not inhibit the
enzymatic activity of human topoisomerase. When evaluated the formation of cleavage
complex, the RAC4, RACS8, RAC9, RAC12 and RAC16 were able to maintain the stability
of the cleavage complex. Thus, this work demonstrated that the natural and semi-
synthetic substances had a leishmanicidal effect against L. amazonensis, L. chagasi and
L. infantum iIFRP70, as well as selectively inhibited the catalytic activity of the enzyme
DNA topoisomerase of leishmania, to be used as a prototype for the development of new
leishmanicidal drugs.

Key-words: Leishmaniasis. Neglected disease. Antileishmania. Propolis. Alcamidas
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APRESENTACAO

As doencas infecciosas representam graves problemas de saude publica
gue afetam uma fracdo significativa da populacdo mundial e, em razdo de seu
aspecto socioeconémico, representam um dos principais desafios para o século
XXI (DOS SANTOS et al., 2014). Dentro desse grupo de doencas, destacam-se
aguelas chamadas de tropicais negligenciadas (DTN), um grupo de doencas,
cujas condi¢des crbnicas e debilitantes, causadas por infec¢des parasitarias,
virais e bacterianas afetam milh6es de pessoas nos paises subdesenvolvidos,
conforme afirma Zhang et al. (2010).

Enquadrada como doenca tropical negligenciada, as leishmanioses
destacam-se por seu carater endémico em 88 paises, e uma incidéncia de 1,0 a
1,5 milhdes de casos por ano (PLOURDE et al. 2012). A esta doenca estdo
associados altos indices de mortalidade e morbidade, em virtude da
sobrevivéncia do hospedeiro, que € garantida, entre outros aspectos, pela sua
complexidade genética, o que dificulta o desenvolvimento de vacinas e farmacos
eficazes para o tratamento dessas doengas.

Segundo Chakravarty e Sundar (2011), as opc¢les de tratamento séo
limitadas e pouco eficazes, o que tem sido decorrente de casos de resisténcia
do parasita. Por mais de 60 anos, o tratamento, tem se concentrado no uso de
farmacos, que apresentam uma série de efeitos colaterais, além de um alto grau
de toxicidade em virtude da longa exposicédo do paciente (DECUYPERE et. al.,
2012).

Em virtude dessa resisténcia, as pesquisas por novos quimioterapicos sao
necessarias e, sobretudo urgente, uma vez que a resisténcia desenvolvida pelo
parasita é vista como uma ameaca duradoura e que necessita ser minimizada,
ja que se trata de uma estratégia evolutiva do parasita (PLOURDE et al., 2012).

Assim, novas substancias sao testadas, quer seja em ensaios in vitro e/ou
in vivo, com atencdo especial as de origem natural e semissintética, uma vez
gue essas substancias apresentam composicao quimica, que em geral, minimiza
o desenvolvimento de resisténcia por parte de microrganismos patogénicos (GIL
et al., 2008).
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De acordo com Grego et al. (2012), as pesquisas atuais devem investigar,
além da atividade leishmanicidas, o mecanismo de acdo das substancias sobre
vias metabdlicas vitais e especificas do parasita, a fim de desvendar potenciais
alvos quimioterapicos.

Dentre as investigacfes do mecanismo de acdo de novas substancias
leishmanicidas, a acdo destas substancias sobre a atividade da enzima DNA
topoisomerase tem sido otimizada. O interesse pela inibicdo dessa enzima deve-
se a trés fatores principais: (a) elucidacdo de mecanismos de acdo, com 0
propoésito de determinar a possibilidade dessa via ser utilizada como alvo
guimioterapico, (b) devido ao fato dessa enzima ser um alvo bem sucedido e
amplamente estudado na terapia do cancer; e (c) em razao da topoisomerase de
tripanossomatideos diferir significativamente da enzima homdéloga em
mamiferos, o0 que permitiria acdo sob as células parasitarias e selecdo das
células hospedeiras (BALANA-FOUCE et al., 2014; CABALLEIRA et al., 2012;
POMMIER, 2006).

Face ao panorama exposto, fica evidente a necessidade permanente de
buscar opcles terapéuticas, para o tratamento das leishmanioses através de
testes com diferentes substancias, cujos mecanismos de acao permitam que as
células parasitas sejam mais sensiveis as suas acdes do que as células dos
humanos hospedeiros, conforme afirma Fraga et al. (2010). Incrementa-se
ainda, a urgéncia na necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, a
partir de estudos de novas alternativas terapéuticas, que possam viabilizar o
possivel desenvolvimento de novos medicamentos Uteis no tratamento da
doenca, representando assim inovacdo tecnolégica no setor farmacéutico
nacional.

Desta forma, este trabalho tem como proposta investigar a atividade
leishmanicida de substancias naturais, sintéticas e modificadas, em ensaios in
vitro e ex-vivo, sobre formas promastigotas e amastigotas de diferentes espécies
de leishmania, bem como avaliar a capacidades destas substancias em inibir a
atividade catalitica da enzima topoisomerase IB de Leishmania sp. e humana.

Este trabalho foi dividido em 2 capitulos, no capitulo | sdo apresentados
os resultados decorrentes do estudo quimico da prépolis coletada na cidade de
Casa Nova, Bahia, e os efeitos dos seus derivados sobre a viabilidade de
macroéfagos J774 e formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L.
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chagasi, bem como a acédo destes derivados sobre a atividade catalitica da
topoisomerase IB de L. chagasi e topoisomerase IB humana.

No capitulo Il sdo apresentados os efeitos de uma série de alcamidas
sintéticas e modificadas sobre a viabilidade de macréfagos J774 e formas
promastigotas e amastigotas das espécies L. amazonenses, L. chagasi e L.
infantum iFR70, bem como a acéo destas substancias sobre a atividade catalitica

da topoisomerase IB recombinante de Leishmania sp. e humana.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Leishmania e Leishmanioses

1.1. Definicdo e contexto historico das leishmanioses

Define-se leishmanioses como o conjunto de enfermidades zoondéticas
causadas por protozoarios do género Leishmania, que afetam o ser humano e
varias espécies de vertebrados superiores, causando lesdo na pele, na mucosa
e em oOrgaos internos, podendo ser mortal, quando néo tratada (ASHFORD,
2000). Trata-se de uma doenca emergente, com altos indices de morbidade e
mortalidade nos paises tropicais, subtropicais e Bacia do Mediterraneo
(DUTCHIE et al., 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) esta doenca é
classificada como uma Doenca Tropical Negligenciada (DTN), uma vez que afeta
milhdes de pessoas ao redor do mundo, possui uma alta taxa de mortalidade, e
recebe poucos recursos e atencdo para sua erradicagdo (WHO, 2010). Dados
da OMS informam que entre os anos de 2000 e 2011 apenas 0,08% de novos
produtos registrados por essa instituicdo foram especificos para leishmanioses,
apontando um desinteresse da industria, no que concerne ao desenvolvimento
de novos medicamentos e vacinas, para tratamento e erradicacdo da doenca
(PEDRIQUE et al., 2013).

Historicamente, acredita-se que as primeiras descricbes para
leishmaniose datam o século VIl a.C. quando no velho mundo, na Biblioteca do
Rei Assirio, no Iraque, foram encontras referéncias sobre uma enfermidade
conhecida como “botéo do oriente”. Entretanto, em virtude de os sintomas serem
semelhantes a outras doencas que circulavam na época (por exemplo, a
malaria), acredita-se que por muitos anos a leishmaniose foi diagnosticada como
uma malaria mais virulenta (COX, 2002).

Ao longo dos séculos, foram feitos registros de doengas cujos sintomas
assemelhavam-se ao que hoje conhecemos como leishmaniose. Como um surto
de uma doenca desconhecida, em 1824 na india, que matou 75.000 pessoas em
trés anos, na qual as pessoas apresentavam escaras pelo corpo, principalmente
no rosto (BERN; CHOWDHURY, 2006); e como a “enfermidades dos andes”,
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registrada por Fernando Santillan em 1512, cuja principal caracteristica era a
presenca de lesdes na mucosa da boca e nariz (GADE, 1979).

Em 1898 foi feita a primeira descricdo do agente causador da doenca,
cujo registro descreve a presenca de um protozoario como o responsavel pelas
lesBes da pele (COOK, 1993). Porém, somente no inicio do século XX, o médico
escocés Willian Leishman e o pesquisador inglés Charles Donovan publicaram
0s primeiros relatos sobre o agente etioldgico causador de leishmaniose (COOK,
1993). Desde entdo, varios estudos revelaram a morfologia e o ciclo de vida do
parasita, a forma de transmissdo da doenca e suas manifestacdes clinicas, além
de outros aspectos relevantes (KLLINCK-KENDRICK, 2013).

Nos ultimos anos as pesquisas voltadas para leishmaniose estdo
incluindo resultados obtidos a partir do uso de metodologias aplicadas as areas
de Prote6bmica, Metaboldmica e Engenharia Genética, objetivando aprimorar o
seu tratamento, a partir do desenvolvimento de farmacos mais eficazes e vacinas
para a erradicacdo da doenca (KLLINCK-KENDRICK, 2013).

1.2. O género Leishmania

O género leishmania é composto por protozoarios pertencente ao reino
Protista, ao sub-reino Protozoa, ao filo Sarcomastigophora, ao sub-filo
Mastigophora, a classe Zoomastigophorea, a ordem Kinetoplastida, a sub-ordem
Trypanosomatina, e a familia Trypanosomatidae (ROBERTS; JANOVY, 2000;
BAIOCCO et al., 2009).

As espécies do género Leishmania sdo parasitos heteroxenos que
necessitam de dois hospedeiros para completar seu ciclo celular; as fémeas de
dipteros dos géneros Phlebotomus (no velho mundo) e Luztomyia (no novo
mundo), que atuam como os vetores de transmissao (MASLOV et al., 2013). E
um vertebrado superior como 0s caninos, 0s mamiferos selvagens e o homem,
gue atuam como hospedeiros definitivos. Assim a forma residente no sistema
digestério do hospedeiro invertebrado (mosquito), no sangue periférico do
hospedeiro vertebrado e nos meios de cultivo € movel, fusiforme e flagelada,
sendo denominada de promastigotas (Figura 1-A); enquanto as formas
observadas no hospedeiro vertebrado, é intracelular de células do sistema
monacito-fagocitario (Macréfago), redonda e quiescente, e sdo denominadas de
amastigotas (Figura 1-B).
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Geneticamente os protozoarios do género Leishmania apresentam o seu
material genético de forma compactada em uma estrutura denominada
cinetoplasto, que se apresenta como maxi e mini circulos de &cido
desoxirribonucleico (DNA) extracelular e que sdo imprescindiveis para fisiologia
de leishmania; além da presenca de uma capa de glicoconjugado de
lipofosfoglicano (LPG), fundamental para a sobrevivéncia do parasita (MONTE-
NETO et al., 2011).

Figura 1 — Morfologia das espécies do género Leishmania sp. (A) formas
amastigotas; (B) formas promastigotas; (C) Representacdo esquematica das
formas promastigotas (esquerda) e amastigotas (direita), evidenciando as

principais organelas intracelulares.

Flagellum

Flageliar pocket

Multi<vesicider
Tubule (MVT)
lysosome

Fonte: (BESTEIRO et al.; International Jounal for Parasitology, v. 37, 2007).

No inicio do século XXI os genomas de trés espécies de Leishmania (L.
major, L. infantum e L. brasiliensis) foram completamente sequenciados
permitindo conhecer a existéncia de mais de 8.300 genes codificadores de
proteinas e 900 genes de Acido Ribonucleico (RNA) (TOLEDO et al., 2010).
Com o sequenciamento, foi possivel, determinar que Leishmania sp. apresenta
uma organizacdo genémica que permite diferenciar as espécies desse género
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dos demais eucariotas. Segundo Kazemi (2011), os genes das espécies de
Leishmania sp. ndo possuem introns (regides nao-codificantes do RNA
mensageiro), 0S seus Cromossomos apresentam um tamanho menor quando
comparados aos de outros organismos, e possuem um maior nimero de genes
altamente empacotado. Essas caracteristicas permitem que seus genes se
organizem em uma ou duas fitas de DNA. A partir do sequenciamento genémico
e usando como referéncia o gene hsp70 foi possivel determinar que os genomas
das espécies de leishmania ocorrentes no velho mundo (L. donovani, L.
infantum, L. major, L. tropica e L. aethiopica) se organizam em 36 cromossomos;
enguanto os genomas das espécies de leishmania ocorrentes no novo mundo
(L. mexicana e L. braziliensis) se organizam em 34 e 35 cromossomos,
respectivamente (STERKRS et al., 2012). A partir desses dados foi possivel
propor uma nomenclatura baseada no gene que codifica a proteina de choque
térmico 70, denominada hps70 (Tabela 1).

Por alguns anos a classificacdo taxonémica das espécies de Leishmania
foi baseada em fatores como a distribuicdo geogréfica e as manifestacfes
clinicas da doenca, uma vez que os métodos classicos de diagnésticos de
cultivos dificultavam a diferenciacdo das espécies (PRATT,; DAVID, 1981).
Entretanto, em virtude da associacdo de técnicas moleculares a area de
taxonomia, abriu-se um leque de opcdes a serem utilizadas na nomenclatura de
leishmania, como exemplo pode-se citar a nomenclatura baseada na sequéncia
do gene hsp70, proposta por Fraga e seus colaboradores (2010), que classificam
L. mexicana e L. braziliensis como as unicas a serem nomeadas como espécies
dentro do complexo L. mexicana, enquanto L. amazonensis, deve ser
considerada uma subespécie. Ou entdo a classificagdo proposta por Mouri et al.
(2014) cujos dados a identificacdo taxondmica através da analise por
Espectrometria de Massas Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time
of Flight (MS/MALDI-TOF), que propde uma classificacdo como a apresentada
na Figura 2.
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Tabela 1 — Nomenclatura para Leishmania sp. baseada na sequéncia do gene

hsp70.
Espécies de acordo
Género Complexo Espécie Distribuicdo Geogréfica com hsp70.
L. (Leishmania) L. donovani L. donovani China, Etiopia, Sudéo, Quénia, L. donovani
Ira, Ardbia Saudita, Iémen.
L. infantum Albania, Argélia, Franga,
Espanha, Grécia, Italia,
Marrocos, Portugal, Siria,
Turquia, Iémen.
L. chagasi
Argentina, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Equador, El
Salvador, Guadalupe,
Guatemala, Honduras, México,
Nicaragua, Paraguai,
L. archibaldi Venezuela.
india, Sudéo, Eti6pia, Libano,
Israel.
L. tropica
L. tropica L. tropica
Afganistan. Argelia, Azerbaiyan,
Grecia, Iran, Irak, Israel,
Marruecos, Tunez, Turquia,
L. aethiopica Yemen
Etidpia, Quénia
L. major
L. major
Afeganistdo, Argélia, Ird, Iraque.
L. mexicana
L. mexicana L. mexicana

L. (viannia) L. guyanensis

L. braziliensis

L. amazonensis

L. garnhami

L. guyanensis

L. panamensis

L. naiffi

L. braziliensis

L. peruviana

L. lainsoni

Colémbia, Costa Rica,
Republica Dominicana,
Equador, Guatemala, Honduras,
México, Panama, Venezuela.

Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa
Rica, Equador, Guayana
francesa, Panama, Peru,

Venezuela.

Venezuela

L. guyanensis
Brasil, Coldmbia, Equador,
Guayana Francesa, Peru,
Guayana holandesa,
Venezuela.

Belice, Coldmbia, Costa Rica,
Equador, Honduras, Nicaragua,
Panam4, Venezuela.
L. naiffi

Brasil, Guayana francesa,
Equador, Peru.
L. braziliensis

Argentina, Bolivia, Brasil,
Coldmbia, Costa Rica, Equador,
Guatemala, Honduras,
Nicaragua.
L. lainsoni

Peru

Brasil, Bolivia, Peru.

Fonte: (ANTINORI et al., European Journal of Infections Diseases, v.4, 2012).
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Figura 2 — Agrupamento das espécies de Leishmania pela analise de espectros
MS/MALDI-TOF. (A) Distancia taxonémica das espécies; (B) Agrupamento de

acordo com a presenca e auséncia de picos e algoritmos de interpretacéo.
A

L. quyanensis /
L. panamensis

L. brazifiensis /
L. peruviana

L. mexicana /
L. amazonensis

L. martiniquensis
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L. donovani /

L. infantum
L. tropica
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L. brasiliensis
L. peruviana mmm L. mexicana
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 quyencnsis [ Lo
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- T
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Fonte: (MOURI et al.; Plos negletected Tropical Diseases, v.8, 2014), adaptado
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1.3. O Ciclo biolégico de Leishmania spp.

O ciclo biologico de Leishmania é heter6xeno e possui dois tipos de
hospedeiros: os invertebrados, fémeas de mosquitos dos géneros Phlebotomus
ou Lutzomyia, que atuam como vetores, onde no sistema digestério destes
mosquitos sdo encontradas as formas promastigotas (forma movel); e os
vertebrados (roedores, edentados, canideos, primatas e 0 homem), nos quais
sdo encontradas as formas amastigotas (formas quiescentes) localizadas nos
fagolisossomos dos macrofagos infectados (NAGLE et al., 2014) (Figura 3).

Figura 3 — Ciclo vital de Leishmania sp. Na cor vermelha sao apresentados os
acontecimentos desenvolvidos no interior do inseto vetor, enquanto na cor azul

sdo apresentados os acontecimentos desenvolvidos no hospedeiro mamifero.

Divisao do parasita no (1]
intestino do vetor

vl

Mudanca de
amastigotas em
promastigotas

Promastigotas
transformam-se em

formas amastigotas nos
\acréfagos humanos

e
o,
-
Ruptura dos -2 .'0903‘0"
macrofagos com o8 e
parasitas naforma __ @ ® T Ruptura de células
- D@8 b Of
amastigota S humanas (macréfagos)
. A com formas amastigotas
e e — Vetor ingere macréfagos
Infectados com amastigotas
A’ Estagio de infestagio do sangue do hospedeiro

* Estagio de diagndstico

Fonte: (Nagle et al.; Chemical Reviews, v.114, 2014), adaptado.

No novo mundo o vetor mais comum das leishmanioses é 0 mosquito da
espécie Lutzomyia longipalpis (Figura 4) conhecida popularmente como
mosquito da terra, mosquito palha, birigui entre outros. O inicio do ciclo &
caracterizado pela infeccdo do vetor que ocorre quando as fémeas, ao sugarem
0 sangue de mamiferos infectados, ingerem macréfagos parasitados por formas
amastigotas (BASANO; CAMARGO, 2004).
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Segundo Dostalova e Volf (2012), a troca de hospedeiro faz com que o
vetor enfrente uma mudanca brusca de temperatura e pH, provocando a
transformacdo da forma amastigota para a forma promastigota. Uma vez
instalado no mosquito, a localizacdo do parasita ira depender da espécie de
leishmania. Deste modo, a espécie L. braziliensis, durante o0 seu
desenvolvimento, passa pelo intestino posterior, antes de chegar a proboscide,
enquanto a maioria das espécies de leishmania limitam seu desenvolvimento ao

intestino médio.

Figura 4 — Fémea da espécie Lutzomyia longipalpis mosquito transmissor das

leishmanioses nos paises do novo mundo.

Fonte: (YOUNG; Computacional Chemistry, 1984, Killick-Kendrick; Bulletin de la

societe de Pathologie, 1999).

A forma prosmatigota metaciclica é a forma infectante do parasita, assim
no momento em que a fémea realiza o repasto sanguineo, inocula a forma
infectante na pele do hospedeiro vertebrado. A saliva infectada contendo
proteinas e peptideos bioativos reduzem o calcio intracelular do hospedeiro
provocando a vasodilatacdo, ao tempo em que a proteina maxaldina induz a
secre¢cdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-6, IL-18 e IL-10), bloqueando a
producdo de linfécitos CD80, CD86 e CCR7 mediante a inibicdo das citocinas
inflamatoérias (IL-12 p-40, TNF-a e INF-y) nas células derivadas de mondcitos,
promovendo assim a infec¢cédo do hospedeiro (SOARES et al., 1998; WHEAT et
al., 2008).

Segundo Gillespie e Titus (2000), uma vez inoculada, as formas
promastigotas metaciclicas estdo protegidas por agente imunomoduladores
presentes na saliva do inseto, e sua fagocitose é feita pelos neutréfilos que séo

produzidos por ativacdo do sistema complemento. Quando interiorizada na
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célula hospedeira, no vacuolo parasitéforo, as formas promastigotas
diferenciam-se em amastigotas, perdendo o flagelo e modificando a composicéo
da membrana, comecando a multiplicar-se intensamente até o rompimento dos
mesmos, ocorrendo a liberacdo destas formas que serdo fagocitadas por novos
macrofagos num processo continuo, ocorrendo entdo a disseminacao
hematogénica para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitario, como linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (TURCO; SACKS,
1991; FORESTER, 2013).

1.4. Manifestacdes clinicas das leishmanioses

As leishmanioses podem manifestar-se clinicamente sob cinco formas
distintas, dependendo dos diferentes quadros clinicos: leishmaniose visceral,
leishmaniose cutanea, leishmaniose cutanea difusa, leishmaniose mucocutanea
e leishmaniose pods-calazar (ASHFORD, 2000); entretanto, em geral as
leishmanioses sao classificadas como: leishmaniose tegumentar (LT), que
classicamente é dividida em leishmaniose cutanea, leishmaniose mucosa e
leishmaniose mucocutanea; e leishmaniose visceral (LV) (MACCALL et al.,
2013) (Tabela 2).

Atualmente as leishmanioses também s&o reconhecidas como uma
doenca oportunista associada a AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
por favorecer manifestagdes clinicas que variam de simples lesdes cutaneas a
doenca visceral fatal (CROFT; OLLIARO, 2011).
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Tabela 2 — Formas clinicas das leishmanioses e seus agentes etiolégicos

Forma Clinica Ocorréncia Agente etioldgico

Leishmaniose cutanea Comum L. major
L. amazonensis
L. mexicana

L. braziliensis

Rara L. infantum
L. donovani
Leishmaniose mucocutanea
Comum L. braziliensis
Rara L. panamensis

L. guyanensis

L. amazonensis

Leishmaniose visceral
Comum L. donovani

L. infantum

L. chagasi (= L. infatum)

Rara L. tropica

L. amazonensis

Fonte: (MCCALL et al.; PloS Pathogens, v.9, 2013).

A leishmaniose cutanea (Figura 5-A) é a forma benigna da doenca e
comeca a se manifestar entre duas ou oitos semanas depois da picada do
mosquito, iniciando com uma pequena papila eritematosa com algum prurido e

presenca de ulceracdo (FERNANDEZ et al., 2008). Existem também uma forma
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cutanea difusa, que se caracteriza pela presenca de papilas e granulomas, que
normalmente se desenvolvem nos membros inferiores (ALVAREZ, 2010).

A leishmaniose mucocutanea (Figura 5-B) é caracterizada pela erosao
gradual da mucosa, uma grande destruicdo do tecido cartilaginoso (geralmente
da boca e nariz) provocando graves deformacbes (ASHFORD, 2000).

A forma mais grave da doenca € denominada de leishmaniose visceral
(Figura 5-C) e ocorre principalmente no velho mundo e em grande parte da
América do Sul. O parasito invade 6rgdos como baco, figado, medula 6ssea,
mucosa intestinal e glandulas suprarrenais, o que pode acarretar em faléncia
multipla dos 6rgaos. Essa é a forma da doenca no qual € necessario o tratamento
do paciente para evitar a sua morte (PRADA, 2013a; MUKHOPADHYAY et al.,
2014).

Figura 5 — Manifestacdes clinicas das leishmanioses. (A) Leishmaniose cutanea.

(B) Leishmaniose mucocutanea. (C) Leishmaniose Visceral

Fonte: (TEIXEIRA; Atlas Didatico: ciclos de vida da leishmania, 2013).

1.5. Epidemiologia das leishmanioses e 0s principais fatores de risco

De acordo com as estimativas da OMS 1,3 milhGes de novos casos de
leishmaniose ocorrem a cada ano, dos quais em média 20.000 a 30.000 desses
casos terminam com registro de 6bito (WHO, 2015). Essa doenca afeta
principalmente as populacbes de paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, com destaque para paises da Africa, Asia e América do sul.
Aproximadamente a cada ano sao registrados cerca 0,7-1,2 milh6es de novos
casos de LT, e cerca de 0,2-0,4 milhées de novos casos de LV (WHO, 2015).
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Segundo dos dados da OMS (2012), os dez paises com maior numero de
casos de LT sao Afeganistao, Argélia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Ira,
Peru, Sudéo e Siria, representando valores entre 70 e 75% da incidéncia mundial
estimada para doenca (Figura 6-A). Enquanto, mais de 90% dos casos de LV
encontram-se distribuidos em cinco paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india e
Sudéo (Figura 6-B).

Figura 6 — Distribuicdo epidemioldgica mundial dos casos de leishmaniose a ano
de 2012. (A) Leishmaniose tegumentar; (B) leishmaniose visceral.

Number of now CL cases
reported, 2012

- 00
RLSETY

Number of now VL cases
reported, 2012

- ;o
- s 0w
[ R [ Ry p——— & }
a [ <0 [ Notavetlave /
o '] 71 ot appicasie

Fonte: (http://sinan.saude.gov.br, acesso em 16/10/2016).
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O Sistema de Informacao de Agravos de Notificacao (SINAN) informa que
até o ano de 2014, no Brasil, foram registrados 20.296 casos de LT, com o0 maior
namero de registro para regido Norte (40,9%), seguida da regido Nordeste
(33,3%). Os dados do SINAN também apontam a regido Nordeste como a lider
no registro de casos de LV (51%) (SINAN, 2016).

E importante ressaltar que os dados oficiais acerca da epidemiologia da
doenca subestimam a realidade devido a varios fatores limitantes como: (i) a
frequéncia descontinua de distribuicdo das zonas de transmissdo em &reas
endémicas, (ii) o elevado nimero de casos que ndo sao diagnosticados ou ndo
sao declarados; (iii) o elevado namero de individuos assintomaticos infectados
guando comparados com os de casos clinicos manifestados (RIERA et al.,
2008). Ressalta-se também, que dos 88 paises endémicos, em apenas 33 deles
as leishmanioses séo doencgas de declaracao obrigatéria (BERN et al., 2008).

De modo geral, a doenca tradicionalmente é predominante nas areas
rurais e afeta, prioritariamente, pessoas de classe socioecondémica menos
favorecida e desprovidas de cuidados a saude (WHO, 2016).

Fatores como condi¢des sanitarias precarias, falta de gestédo de residuos
e falta de tratamento de esgotos séo propicias a aproximacéao do vetor (WHO,
2010). Outros fatores, como desnutri¢cdo, fluxo migratorio, mudancas ambientais
e mudancgas climaticas, também s&o classificados como fatores de risco da
doenca (SOLOMON et al., 2015). Outro fator de risco que merece destaque € a
coinfeccdo com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), uma vez que o
portador do virus apresenta maior risco de desenvolver leishmaniose, bem como
de ter sua resposta ao tratamento antirretroviral prejudicada (WHO, 2010).
Existem numerosos casos de coinfec¢édo em regides como india e Africa, onde
em ambas as doencas tem uma grande prevaléncia, com incidéncia de
coinfec¢cao em torno de 9% (WHO, 2010) (Figura 7).
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Figura 7: Mapa da distribuicdo geografica da infeccdo por leishmaniose (cinza

claro); e de coinfeccédo AIDS-leishmaniose (cinza escuro).
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Fonte: (COELHO-JUNIOR et al.; Journal of Tropical Parasitology, v.300, 2016).

1.6. Controle de reservatorios e vetores

As espécies de mamiferos Canis familiaris (cAo domeéstico), Dusicyon
vetulus e Cerdocyon thous (raposas) e Dedelphis albiventris (gambd) contribuem
para permanéncia das leishmanioses nos meios doméstico e silvestre, sendo
potenciais reservatorios da doenca.

Os representantes da espécie C. familiaris € principal mantenedor do
parasita no ambiente doméstico; em virtude do seu habitat peridoméstico, a
longa duracdo da infecgdo nesta espécie, a alta prevaléncia de leishmaniose
visceral canina préoxima a focos humanos e a alta capacidade do animal em
transmitir o agente etioldgico ao vetor (DIAS et al., 2003; MISSAWA et al., 2008;
PRADO et al, 2011).

O principal vetor da leishmaniose nas Américas € o diptero da espécie
Lutzomyia longipalpis, a qual € encontrada desde o sul do México até o norte da
Argentina (SILVA et al., 2007). Esta espécie € capaz de viajar por até 2,2
quildmetros e apresenta domiciliacdo completa e hébitos crepusculares e
noturnos, sendo o periodo de maior atividade das 17 as 5 horas (FAUCHER,;
PIARROUX, 2011).
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De acordo com o Ministério da Saude do Brasil (2007), o controle das
leishmanioses esta baseado em medidas profilaticas de combate ao vetor, que
inclui o uso de repelentes; evitar a exposi¢cao nos horarios de atividades do vetor
(crepusculo e noite); uso de mosqueteiros de malha fina e telagem de portas e
janelas; limpeza periddica dos abrigos de animais domésticos; e no exterminio
de cdaes infectados, que s&o reservatorios de parasitas em areas

peridomicialiares.

1.7. Resposta Imune no hospedeiro vertebrado e mecanismos de invaséo

Segundo Moraes et al. (2014) a interacdo leishmania-homem pode ser
uma relacéo de equilibrio (sem doenca) ou desequilibrio (leishmaniose), e o0 que
vai determinar o tipo de interacdo sdo as caracteristicas do parasita, como
viruléncia e patogenicidade; e as caracteristicas genéticas e imunolégicas do
hospedeiro vertebrado.

Embora as espécies de leishmania sejam, predominantemente,
patdégenos intracelulares obrigatérios de macréfagos, estudos demonstraram
gue estes protozoarios infectam outras células hospedeiras, tais como
neutrofilos, fibroblastos e células dendriticas (KAYE; SCOTT, 2011).

O inicio da infeccdo nos hospedeiros vertebrados acontece quando as
formas promastigotas s&o inoculadas na pele através da picada dos insetos
vetores infectados. Em seguida, o hospedeiro irA responder através de
mecanismos da imunidade inata e adquirida (PATIL, 2012). Como estratégia de
invasdo, proteinas presentes na superficie celular da leishmania, sao
responsaveis pela interacdo com a célula do hospedeiro garantindo a
sobrevivéncia, multiplicacdo e patogénese no hospedeiro vertebrado (GARG et
al., 2005).

No momento da picada do inseto vetor, ocorre a liberacdo de alarminas,
citocinas e quimiocinas que imediatamente recrutam neutréfilos, que passam a
atuar contra os parasitas através de espécies reativas de oxigénio (ROS),
neutroéfilos elastase (NE), e redes extracelulares dos neutrofilos (NET) (KEYKE;
SCOTT, 2011). Uma resposta imune é gerada a partir da secrecao de citocinas
anti-inflamatorias 1L-6, IL-1B, IL-10 e da ativacdo da cascata do sistema
complemento, através da via classica ou alternativa dependendo da espécie.
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Para evitar a destruicdo, a forma promastigota se utiliza da proteina GP63, que
€ capaz de converter a proteina C3b em sua forma inativa, C3bi, a qual se unira
a superficie do parasito evitando assim o ataque por parte das proteinas do
sistema complemento (SCOTT; NOVAIS, 2016).

De acordo com Peters et al. (2008), a internalizacdo da forma
promastigota no macréfago pode ser explicada por duas teorias. Na primeira,
denominada “cavalo de Troia”, os neutréfilos fagocitam de forma massiva as
promastigotas infectadas no lugar aonde ocorreu a picada do inseto vetor; e apés
o tempo médio de vida desses neutrofilos, cerca de 6 a 10 horas, essas células
entram espontaneamente em apoptose e 0os macrofagos entdo fagocitam os
restos celulares que contém o parasito no seu interior (LASKAY et al., 2008). A
outra teoria, denominada “coelho de Troia”, postula que o parasito ndo entra no
interior do neutréfilo, e sim fica proximo a um neutréfilo em apoptose e aproveita
0 momento em que sera fagocitado pelo macréfago e assim entrar na célula
(RITTER et al., 2009).

De modo geral, a fagocitose de micro-organismos por macrofagos é
iniciada pela interacdo de receptores presentes na superficie do fagocito com
ligantes na superficie do micro-organismo (ZAK; ADEREM, 2009). No caso da
fagocitose de formas promastigotas de leishmania, o parasita vai se ligar aos
receptores componentes do sistema complemento, CR1 e CR3, localizados na
superficie dos macrofagos (SAHA et al., 2004). Além disso, na superficie celular
do parasita estdo presentes proteinas ancoradoras, denominadas
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que formam uma cobertura protetora e mediam a
interagdo parasita-hospedeiro (ALEXANDER; BRYSON, 2005). Uma das
glicoproteinas ancoradas por GPI presente na superficie da leishmania € a
GP63, cuja funcao é clivar a molecular C3b em C3bi, impedindo assim a acao
do sistema complemento sobre o parasita (KAYE; SCOTT. 2011). Outra proteina
presente na superficie do parasita e a lipofosfoglicano (LPG), esta proteina tem
um importante papel na interagéo leishmania-complemento e, ainda, se liga e
interage com outras proteinas para promover a entrada do parasita na célula
(SAHA et al., 2004).

Quando as formas promastigotas séo internalizadas, a resisténcia do
hospedeiro pode ser determinada por uma resposta do tipo Th-1, composta

principalmente por componentes celulares, cujas evidéncias apontam que com
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esse tipo de resposta ha uma protecdo durante a infeccdo (GABRIEL et al., 2010;
SCOTT,; NOVAIS, 2016); enquanto a susceptibilidade do hospedeiro pode ser
mediada por uma resposta do tipo Th-2, caracterizada por exacerbar a doenca
(KEMP, 2000).

Uma vez incorporada pelos macréfagos as formas promastigotas de
leishmania sofrem uma reorganizacao estrutural, no qual perde o flagelo e troca
a composicado da membrana, transformando-se na forma amastigota. O destino
das formas amastigotas no interior do macroéfago vai depender do seu estado de
ativacdo. Os linfécitos ativados pela rota classica (M1), participam da resposta
protetora produzindo predominantemente citocinas inflamatérias Th-1, que sao
produtoras de interferon gama (IFN-y), essa citocina interage com os macréfagos
e desencadeia a liberagéo do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) (TUON et
al., 2008). A acéao conjunta de IFN-y e TNF-a ativa o gene que produz a enzima
oxido nitrico sintetase induzida (iNOS) e que resulta na producédo de NO a partir
de L-arginina (BALANA-FOUCE et al., 2012b). Os mediadores mais bem
descritos e envolvidos na morte do parasita por macrofagos ativados com IFN-y
e TNF-a sao: superoéxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H2032), 6xido nitrico (NO)
e 0 peroxinitrito, que sao formados durante o burst respiratorio (LINARES et al.,
2001). Os macréfagos ativados por Th-2 promovem uma rota alternativa (M2),
mediada por citocinas que incluem TFG-, IL-4, IL-10 e IL-3, fazendo com que a
célula imune permita o desenvolvimento do parasito, devido a ativacdo da
sintese de poliaminas a partir da L-arginina; essas citocinas tém sido associadas
com a desativacao dos macrofagos e inibicdo da producédo de NO, exacerbando,
assim, a infeccao pelo parasita (MURRAY et al., 2006) (FIGURA 8).

Figura 8 — Resposta imune do hospedeiro vertebrado a Leishmania sp.

Macrofago residente

AT
| 4

*~- INF-y
IL-2, TNF-a, INFf\c'
Célula Dendritica ROS
Leishmania spp. (\//
POLIAMINAS

Linfocitos T CD4+
Neutrofilo

IL-4, IL-10, IL-13 ‘»-. —
||. 4, |IL-10, IL-13

Fonte: (SANTOS; Dissertagdo de Mestrado, UFAL, 2014).
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Segundo Balafia-Fouce et al. (2012b), o metabolismo de L-arginina é
fundamentalmente importante tanto no parasito como no hospedeiro, uma vez
gue realizam um importante papel de ativacdo do macrofago assim como na
sobrevivéncia do parasito durante a infeccdo. Caso este substrato venha a ser
utilizado pela enzima iINOS, que esta nas células M1, ira promover a sintese de
oxido nitrico, importante para a eliminacdo do parasito. Mas caso esse
aminoacido seja utilizado pela arginase, que estd em células M2 ira fazer com
gue ocorra a sintese de poliaminas, que sao utilizadas como fonte de energia do
parasito, aumentando assim sua infectividade e consequentemente proliferacao

da infeccao.

3. Quimioterapia e alvos moleculares

Os atuais tratamentos que se utilizam frente as leishmanioses séo
limitados, caros e toxicos, além do fato da maioria requerer hospitalizagao.
Ademais, nos ultimos anos tem sido observado um aumento significativo de
resisténcia aos mesmos (MENEZES et al., 2015).

Desde 1945 os farmacos de primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses tém sido os antimoniais pentavalentes (SbV), entretanto, a eficacia
destes farmacos tem decrescido, tanto por sua toxicidade, quanto pelo
aparecimento e disseminacdo de cepas resistentes (AMATO et al., 2008).
Atualmente os SbhY disponiveis no mercado sdo o Estibogluconato de sodio (1)
(Pentostan®, Glaxo Wellcome e Solustibosan®, Bayer) e o Antimoniato de N-
metilglucamina (2) (Glucantime®, Rhone-Poulenc-Rohrer) (GIL et al., 2008)
(FIGURA 9).
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Figura 9 - Estruturas quimicas de antimoniais pentavalentes. (A)
Estibogluconato de sodio; (B) Antimoniato de N-metilglucamina
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Para que esses farmacos sejam ativos faz-se necessario a reducéo do
estado de oxidacdo, sendo a forma reduzida a responsavel pela toxicidade do
farmaco e de seus efeitos secundéarios. Esse processo reducional ocorre tanto
no macrofago, quanto nas formas amastigotas (ZHOU et al., 2004). Acredita-se
gue o principal efeito do farmaco € um decréscimo nos niveis de ATP do parasito,
devido a alteracdo da glucose e da oxidacdo dos é&cidos graxos (BALANA-
FOUCE et al., 1998); entretanto, outras hipoteses também sao consideradas, por
exemplo, a proposta por Chai et al. (2005), que menciona que o sal da Sblll inibi
as enzimas tripanotiona redutase e glutationa sintetase (enzimas do parasita),
comprometendo a sua principal atividade que € a protecdo dos parasitos contra
danos oxidativos e da acdo de metais pesados. Outra hipétese sustenta a
efichcia do farmaco pelo fato dele envolver a inibicdo da adenosina e da
guanosina trifosfato, por inibicdo da glicolise e do ciclo do &cido citrico nos
parasitas (MEDEIROS; ROSELINO, 1999).

A administracdo de SbY é por via intramuscular durante 28 dias, e em caso
de LT por aplicagdo direita na lesdo. Os principais inconvenientes dos
tratamentos com SbY sdo seus efeitos secundarios, como dor na regido de
aplicacao, mialgias, anorexia, nauseas e vomitos (NAVIN et al., 1992).

No Brasil, utiliza-se como medicamento de primeira escolha para o
tratamento da leishmaniose, o antimonial pentavalente Glucantime®, que é

distribuido aos hospitais pelo Ministério da Saude. Com o objetivo de padronizar
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0 esquema terapéutico, a OMS recomenda que a dose desse antimonial seja
calculada em mg Sb¥/Kg/dia, num periodo de 20 a 30 dias (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

Outros farmacos recomendados para o tratamento das leishmanioses sao
a Pentamidina (3), a Anfotericina B (4), a Miltefosina (5) e a Paramomicina (5)
(MENEZES et al., 2015).

A pentamidina (3) (FIGURA 10) é uma poliamidina aroméatica de efeito
pleiotropico e atua em distintos niveis, inibindo a sintese e o transporte de
poliaminas do parasito; se unindo de maneira irreversivel ao sulco do DNA
cinetoplastideo, impedindo sua replicacéo; inibindo a DNA topoisomerase Il do
parasito e produzindo um colapso do potencial de membrana mitocondrial
(BALANA-FOUCE et al., 2008; NGUEWA et al., 2005). A administracdo desse
medicamento é intramuscular ou intravenosas e seu uso € limitado devido a sua
alta toxicidade, que é capaz de produzir efeitos secundarios como Diabetes
mellitus, hipoglicemia, isquemia cardiovascular e toxicidade renal (PAULA et al.,
2003). A dose recomendada é de 4 mg/Kg/dia, por via intramuscular profunda,
a cada dois dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Figura 10 — Estrutura quimica da pentamidina.
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A anfotericina B (4) (Figura 11) é um antibi6tico poliénico macrociclico
produzido pela espécie Streptomyces nodosus, e apesar de sua alta toxicidade,
tem sido um dos medicamentos de primeira linha para o tratamento da
leishmaniose sendo recomendada para o tratamento de casos graves nao
responsivos ao tratamento com antimoniais (CROFTT; OLLIARO, 2011). A
nefrotoxicidade é o efeito colateral mais comum observado com o uso da

anfotericina B. Com o objetivo de diminuir essa alta nefrotoxicidade, formulacdes
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de anfotericina B (complexo lipidico, formulacdo coloidal e lipossomal) foram
desenvolvidas para reduzir os efeitos adversos e melhorar a farmacocinética e
biodisponibilidade do medicamento (CROFFT; OLARRO, 2011; MENEZES et al.,
2015). A OMS recomenda a administragdo via endovenossa em doses diarias
de 50 mg em cada aplicacdo, considerando 1 mg/Kg/dia (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).

Figura 11 — Estrutura quimica da anfotericina B
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A mitelfosina (5) (Figura 12) € um derivado da fosfocolina, denominado
alquilfosfolipidico e inicialmente foi desenhado como um farmaco de caréter
antitumoral, entretanto em 1987 sua eficacia como leishmanicida ficou
comprovada (CROFT et al.,, 1987). De acordo com Verma et al. (2007), esse
farmaco tem um efeito imuno-estimulante, que produz a ativagdo dos linfécitos T
de acdo microbiana dos macrofagos, induzindo, assim, a apoptose dos
parasitos. Porém seu mecanismo de acao nao foi totalmente elucidado, alguns
trabalhos relatam ocorrer inibicdo da sintese de éster-lipidios e inversdo a
relacdo fosfotidilcolina-fosfatidiletanolamina da membrana plasmética do
parasita (RAKOTOMANGA et al., 2007; RAKATOMANGA et al., 2011). O
tratamento da leishmaniose com a utilizacdo desse farmaco é feito por
monoterapia, durante 28 dias, com doses diarias de 2,5 mg/kg/dia (MINISTERIO
DA SAUDE, 2007).
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Figura 12 — Estrutura quimica da mitelfosina.

O farmaco paromicina (Figura 13) € um antibidtico aminoglicosido,
produzido por Streptomyces krestomuctitus que atua impedindo a sintese de
proteinas ao inibir diferentes proteinas ribossomais do parasito. O evento
adverso mais comum com paromomicina € dor no local da injecédo (55%); no
entanto, a ototoxicidade reversivel (2%) e um aumento nas transaminases
hepaticas (6%), sao outros efeitos atribuidos ao uso desse farmaco (NAGLE et
al., 2014; MENEZES et al., 2015). A dose recomendada é de 11 mg/kg/dia por
21 dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Figura 13 — Estrutura quimica da paromicina.
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Uma vez que as monoterapias tém efeitos curativos e limitados, onde
geralmente ocorrem recaidas e aparecimento de resisténcias por parte do
parasita, alguns estudos tem provado que o uso de terapias combinadas pode
gerar resultados mais promissores. A pesquisa de Van Griensven et al. (2010),
registrou eficacia em torno de 90% no tratamento de LV em um ensaio clinico de
fase Ill, usando a combinacdo de anfotericina B (4) e mitelfosina (5) em doses

repetidas durante 14 dias.
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Além da elevada toxicidade, os farmacos leishmanicidas disponiveis
apresentam outro inconveniente, a constante indeterminacdo de seus alvos
guimioterapicos. Nos ultimos anos, as pesquisas vém priorizando a identificacéo
de alvos enziméticos vitais para o parasita (MELOS; ECHEVARRIA, 2012), com
énfase em diferencas estruturais e funcionais significativas dos seus homaélogos
de mamiferos, garantindo a inibicdo seletiva desses alvos (CHAWLA;
MADHUBALA, 2010; SINGH et al., 2012).

Segundo Melos e Echevarria (2012), as principais vias metabdlicas e
enzimas estudadas como alvos para o desenvolvimento de novos farmacos com
atividade antiparasitaria frente aos tripanossomatideos sao: (a) enzimas da via
glicolitica; (b) enzimas da biossintese de poliaminas; (c) enzimas da biossintese
de esterdis; (d) enzimas do metabolismo do folato; (e) enzimas da biossintese
de microtubulos; (f) tripanotiona redutase; (g) 6xido nitrico sintase; (h) arginase;
(i) cisteina protease; e (j) superoxido dismutase. Além das vias metabdlicas e
enzimas supracitadas, destaca-se também as enzimas DNA topoisomerases,
gue por serem protagonistas do escopo deste trabalho, as mesmas seréo
apresentadas em detalhes no item 6 deste capitulo.

O metabolismo energético dos tripanossamatideos depende unicamente
dos recursos de carbono disponivel na célula hospedeira. Sete enzimas
glicoliticas (hexoquinase, glucose-6-fosfato isomerase, fosfofrutoquinase,
aldolase, triosefofatase isomerase, glicerolaldeido-3-fosfatase dehidrogenase e
fosfogliceratoquinase) sdo compartimentadas no glicossomo, em uma estrutura
denominada peroxissomos. A compartimentalizacéo Unica de enzimas glicolitica
em glicossomos de leishmania, e sua grande distancia filogenética com os
hospedeiros mamiferos, fornece caracteristicas Unicas que podem ser
exploradas através do desenvolvimento de inibidores especificos sobre a base
da estrutura das enzimas parasitarias (CHUDZIK et al., 2000; CHAUDHURY et
al., 2003; CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

As poliaminas sdo moléculas que apresentam em sua estrutura
grupamentos amino separados por cadeias metilénicas hidrofbicas, que atuam
regulando o crescimento e a diferenciacdo celular. Estas enzimas funcionam
como substrato para tripanotiona redutase durante a sintese de tripanotiona. Os

tripanossomatideos utilizam a via tripanotiona/tripanotiona redutase para realizar
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o balanco redox; ndo obstante, nos mamiferos esse balanco redox é realizado
via glutationa/glutationa redutase (MICHELETTI; BEATRIZ, 2012).

Os esteroides sdo componentes importantes da membrana celular e sé&o
vitais para o funcionamento e manutencéo da estrutura da célula. Ao contrario
das células de mamiferos, que tém colesterol como o principal esterol de
membrana, os tripanossomatideos sintetizam ergosterol e outros 24 tipos de
metil esterdis que sdo necessarios para o seu crescimento e viabilidade. Estes
esterdis estdo ausentes nas células de mamifero (CHAWLA; MADHUBALA,
2010). Assim, etapas da biossintese de esteroides do parasita e que sdo
divergentes em relacdo a sintese realizada por células de mamiferos, séo
intensamente estudadas como alvo quimioterapico (SINGH et al., 2012).

A enzima di-hidrofolato redutase (DHFR), da via dos folatos é responsavel
pela reducdo do &cido dihidrofélico a acido tetra-hidrofélico, utilizando como
cofator o fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH). Uma vez
inibida, a formacéao de tetra-hidrofolato prejudica diretamente o metabolismo dos
acidos nucléicos e aminoécidos, ja que esse composto é essencial para a sintese
de bases nitrogenadas. Com a descoberta da existéncia de um unico polipeptidio
com o dominio DHFR em amino terminal, os inibidores de DHFR foram
registrados como eficazes contra leishmania (NEAL; CROFT, 1984; HARDY et
al., 1997).

Estruturalmente as espécies de leishmania apresentam uma consisténcia
gracas a presenca de uma rede de filamentos proteicos que é denominada de
citoesqueleto (HAWKINS et al.,, 2010). Este citoesqueleto € composto por
microtibulos, e por filamentos de actina e miosina; estes microtibulos séo
sintetizados por uma enzima chamada de tubulina. Devido ao fato dessa enzima
intervir em funcdes fundamentais da célula como o movimento celular formado
pelo flagelo, o transporte de vesicula e a manutencdo da forma celular, a
biossintese de microtubulos € um processo metabdlico que se apresenta como
alvo quimioterapico para o tratamento de leishmaniose (LIBUSOVA et al., 2004;
HAWKINS et al., 2010). A diferenga estrutural em torno de 18% entre tubulinas
do parasita e do hospedeiro € outro indicativo do potencial alvo quimioterapico
das enzimas da biossintese de microtubulos (MELOS; ECHEVARRIA, 2012).

Tripanotiona redutase € uma enzima que pertence a familia dos dissulfeto

oxiredutase (FAD), que permite a manutencédo da tripanotiona em sua forma

47



reduzida (WERBOVETZ, 2000). A tripanotiona € uma molécula chave contra o
estresse oxidativo em leishmania, constituindo-se como o principal mecanismo
de defesa e assim assegurando a sobrevivéncia do parasita (MELOS;
ECHEVARRIA, 2012).

A enzima 6éxido nitrico sintase (NOS) é uma enzima cuja participacao na
resposta imunolégica em mamiferos € bem conhecida. Assim como a arginase,
essa enzima utiliza L-arginina como substrato produzindo citrulina e 6xido nitrico
(MELOS; ECHEVARRIA, 2012); além disso, a L-arginina atenua o mecanismo
de morte parasitaria dependente de NOS dos macréfagos (REGUERA et al.,
2009). A via NOS é um potencial alvo quimioterapico, uma vez que os inibidores
de arginase diminui a capacidade da leishmania em estabelecer a infeccdo em
macréfagos (CARNEIRO et al., 2015; PANDAYA et al., 2016).

A arginase € uma metaloenzima que catalisa a hidrélise de L-arginina para
L-ornitina e ureia, permitindo aos mamiferos eliminar ureia (MELOS;
ECHEVARRIA, 2012). De acordo com Carneiro et al. (2015), essa enzima atua
negativamente na regulacao dos niveis de NO produzido pela NOS, diminuindo
a producao de 6xido nitrico pelo macrofago, impedindo uma melhor resposta
imunoldgica natural.

A enzima cisteina protease € um importante fator de viruléncia para a
invasdo do parasito no hospedeiro e na patogenia das leishmanioses (GUEDES
et al, 2010). Essas enzimas sao vitais no ciclo de vida do parasito
desempenhando fungdes como manutencao da viabilidade e da morfologia do
parasito, fatores de viruléncia, invasao do sistema fagocitario mononuclear do
hospedeiro e modulagdo da resposta imune (MOTTRAN et al, 2004; SILVA-
LOPEZ, 2010). Por esses aspectos funcionais a cisteina protease é um atrativo
alvo quimioterdpico uma vez que essa molécula é importante para a
sobrevivéncia das formas promastigotas e amastigotas (SAFFARI;
MOHABATKAR, 2009).

A enzima superéxido dismutase, catalisa a transformacédo do radical
superéxido em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio, através de reacdes
alternadas de reducédo e oxidacdo do sitio ativo da metaloenzima (MELO;
ECHEVARRIA, 2012). Quando os macrofagos sao ativados, um mecanismo
parasitario que envolve a acdo da superoxido dismutase, permite a

desintoxicacao e neutralizacdo de danos causados pelo estresse oxidativo e por

48



espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidos pelos macrofagos durante a
infeccdo (LONGONI et al., 2013). Em geral, a enzima superoxido dismutase de
tripanossomatideos possui um metal presente em seu sitio ativo, ausente em
células de mamiferos, 0 que explica o interesse sobre esta enzima como alvo
guimioterapico (PLEWES et al., 2003).

4. Vacina e imunoterapia

De acordo com Masih et al. (2011) é possivel alcancar o controle da
doenca por meio de vacinacdo, uma vez que o sistema imunoldgico responde
fortemente, quando de uma segunda exposi¢céo ao agente de leishmania. Nesse
sentido, varios trabalhos, em modelos experimentais, tentam caracterizar a
resposta imune do hospedeiro, através de testes que incluem diversas
alternativas de antigenos e adjuvantes, assim diferentes estratégias de
vacinacao contra leishmania em ensaios in vivo vem sendo testadas, entretanto,
a complexidade do ciclo biologico de seu agente causador e sua capacidade de
evadir a resposta imune, tem dificultado a geracdo de uma vacina para
leishmaniose (COLER; REED, 2005).

Dentre as vacinas de 1° geracao, aquelas que consistem em inocular o
parasito vivo ou morto, pode-se citar os estudos de Daneshvar et al. (2009) e
Daneshvar et al. (2010), que utilizaram cepas de L. infantum atenuada com
antibioticos, no qual a combinacdo com gentamicina promoveu uma reversao na
viruléncia, que foi evidenciada pela ndo ocorréncia de lesdes histopatolégicas no
baco e no figado de cées apdés transcorridos dez meses da administracao.

Considerando as vacinas de 2 ° geracdo, aquelas que fazem uso de
parasitos modificados geneticamente ou antigenos purificados, o estudo de
Calvo-Alvarez et al. (2012), que usando uma cepa de L. infantum deficiente da
proteina de choque térmico 70-Il, mostrou através de um ensaio de vacinacao
experimental, em um modelo usando BALB/c, apresentando leséo cutanea com
leishmania mutante MCherry + L. major (Dhsp 70-Il), descreveu resultados
efetivos na ativacéo do sistema imunoldgico e na manutencéo da protecao.

As vacinas de 3?2 geracdo, aquelas que consistem na inoculacdo de um
plasmideo de expressdo eucaridtica com o gene clonado de um determinado

antigeno, quando testadas em camundongos, utilizando células dentriticas
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derivadas de medula 6ssea, nas quais foram inseridos peptideos de leishmania
(KMP-11) e nucleotideos apresentaram protecao siginificativa (AGALLOU et al.,
2011).

De acordo com Lima et al. (2010), o método representativo mais eficiente
para reduzir a incidéncia de leishmaniose em humanos, seria o desenvolvimento
de uma vacina para cées. Seguindo essa premissa, no Brasil, a vacina
leishmune®, foi liberada comercialmente, para profilaxia em cées, e o registro da
protecdo € préximo a 95% (BORJA-CABRERA et al., 2010).

Em humanos, a vacina recombinante Leish-111f, composta por trés
proteinas do parasito, um antioxidante especifico de tiol (TSA), a proteina
induzivel por estresse de L. major (LmSTI1l) e por um fator de iniciagcdo da
elongacdo de L. brasiliensis, € a primeira vacina que progrediu nos estudos
clinicos e atualmente encontra-se na fase Il (CHAKRAVARTY et al., 2011).

A utilizacdo da imunoterapia bem como da imunoquimioterapia tem
alavancado as pesquisas que objetivam a busca por protocolos terapéuticos
mais efetivos, principalmente nas formas mais graves da doenca (BALANA-
FOUCE et al., 2012a).

Além de vacinas com aplicabilidade no campo da imunoterapia, outros
imunobioldgicos, como citocinas pro-inflamatoérias com o IFN-y, fator estimulador
de colénia granuldcito-macrofago e anticorpos monoclonais, tém sido
empregados no tratamento das leishmanioses (GAUTAN et al., 2011).

Pesquisas que associam vacinas terapéuticas/imunomoduladores e
farmacos concomitantemente, também tém investigadas (MIRET et al., 2008).
Entretanto, até o presente momento ainda ndo houve o desenvolvimento de uma

vacina.

5. Atividade leishmanicida de substancias naturais e compostos

semissintéticos.

Ao longo da histéria da civilizacdo, o uso de plantas com finalidade
terapéutica esta intimamente relacionado a prépria evolucdo do homem.
Substancias organicas originadas de fontes naturais ha muito tempo sao
utilizadas no tratamento de inimeras enfermidades no ser humano (WHO, 2003;

BRANDAO, 2010).

50



Além das plantas, um outro produto natural utilizado com finalidade
terapéutica, € a propolis. Propolis € uma resina coletada por abelhas, que em
geral, contém resinas e béalsamos (50%), ceras (30%), Oleos essenciais e
aromaticos (10%), polen (5%) e outros materiais organicos (5%). Em virtude de
suas propriedades farmacoldgicas, que incluem efeitos antioxidantes,
antitumoral, antibacteriano, antiviral e antifingico, esse produto é alvo de
pesquisas na area de desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais
(TRAN et al., 2013; PETELINC et al., 2013; SILVA et al., 2014).

De acordo com Newman e Cragg (2012), em uma analise dos
medicamentos disponibilizados no mercado entre 1981 e 2010, 74,8% destes
possuem principios ativos isolados de produtos naturais, ao passo, que 48,6%
sdo sintéticos com grupos farmacoféricos baseados em estruturas de produtos
naturais, o que faz com a area de produtos naturais seja explorada
continuamente.

O desenvolvimento de metodologias para isolamento e identificacdo de
compostos oriundos de fontes naturais propiciou um aumento no namero de
novas estruturas quimicas bioativas para indicacbes terapéuticas.
Concomitantemente, desenvolveram-se métodos de Screening bioldgico
automatizados (High Throughput Screening — HTS) que permitem testar in vitro
um maior namero de substancias frente a alvos biolégicos especificos em curto
espaco de tempo (BRANDAO et al., 2010).

Os dados levantados por Newman e colaboradores (2003) apontam que
medicamentos derivados de produtos naturais sdo capazes de tratar 87% das
enfermidades humanas categorizadas, incluindo as classificadas com
antimicrobianas, anticancerigenas, anticoagulantes, imunossupressora e
antiparasitaria.

No que concerne as atividades antiparasitarias atribuidas aos produtos
naturais, a busca por agentes leishmanicidas vem sendo realizada, desde
década de 80, com interesse no estudo de medicamentos tradicionais como
prototipos para o desenvolvimento de novos compostos quimioterapicos com
melhor atividade e menos efeitos colaterais (ARAUJO et al., 1998; GIL et al.,
2008). Nesse contexto, parcerias e consorcios cientificos tem sido formalizados
para apoiar o desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas a partir de

drogas semissintéticas e naturais (PATIL et al., 2012).

51



Das substancias naturais com registros de atividade leishmancida hd um
predominio de alcaloides, flavonoides, triterpenos e quinonas (GIL et al, 2008;
SEN; CHATTERJEE, 2011).

Os alcaloides é um dos principais grupos de metabolitos secundarios
encontrados em organismos vivos e que apresentam diferentes arranjos
estruturais, vias biossintéticas diversas e diferentes atividades farmacologicas.
Embora os alcaloides tenham sido tradicionalmente isolados de plantas, um
ndamero crescente esta presente em animais, insetos, invertebrados marinhos e
micro-organismos (ROBERT; WINK, 1998). Muitos alcaloides tém sido usados
na medicina e, alguns sdo drogas proeminentes no estudo por farmacos
leishmanicidas efetivos (Figura 14).

Os alcaloides furoquinolinas, y-farigina (6) e masculina (7), isolados de
casca do caule de Helietta apiculata, exibiram significativa atividade
leishmanicida in vitro frente a formas promastigotas de diferentes espécies de
leishmania, enquanto o alcaloide vy-farigina, quando testado in vivo em
camundongos Balb/c infectado com L. amazonensis através de tratamento oral,
reduziu a carga parasitaria na lesao em torno de 97% (FERREIRA et al., 2007).

Tanaka et al. (2007), testou o alcaloide inddlico monoterpendides
ramiflorina (8) isolado de Aspidosperme ramiflorum, e este exibiu atividade
contra formas promastigotas de L. amazonensis (CLso= 10,5 uM). O alcaloide
esteroidal holamina (9), isolado de Halarrhena curtissi, exibiu atividade
significativa contra formas promastigotas de L. donovani (Clso=1,23 uM) (KAM et
al., 1998). E os alcaloides quinolonas, 2-n-propylquinolina-5,chimanina-D (10) e
chimanina (11), isolados de Galipea longiflora (Rutaceae), exibiram atividade
leishmanicida contra formas promastigotas de L. braziliensis com percentuais de
inibicdo de aproximadamente 90% (SUNDAR et al., 2007).

Oriundos de organismo marinhos, os alcaloides renieramicina (12),
isolado de Neopetrosia sp., e araguspongina (13), isolado da esponja marinha
Haliclona exigua, apresentaram atividade leishmanicida frente a formas
promastigotas de L. amazonensis (NAKAO et al., 2004; DUBE et al., 2007).
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Figura 14 — Estruturas de alcaloides com potencial atividade leishmanicida.
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Os flavonoides sdo metabolitos secundarios, amplamente distribuidos em
plantas, e classificados em seis grandes grupos: chalconas, flavonas, flavonais,
flavandiois, antocianinas e proantocianinas ou taninos condensados
(FERREYRA, et al., 2012). Os flavonoides sé&o utilizados pelos boténicos para
classificagdo taxondémica. Eles regulam o crescimento das plantas e influenciam
outras células bioldgicas de véarias maneiras. Do ponto de vista farmacoldgico,
os flavonoides possuem propriedades que inibem ou matam muitas estirpes

bacterianas, inibem enzimas virais importantes, como transcriptase reversa e
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protease, e destroem alguns protozoarios patogénicos, conforme afirma
Havsteen (2002).

Vérios flavonoides foram identificados como promissores para 0
desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas (Figura 15), como o
flavonoide 7,4’-di-O-metilsoexutelbraina (14), isolado de Sidastrum panucilatum,
gue foi efetivo contra formas promastigotas de L. brasiliensis (TELES et al.,
2015); e o flavonoide sakuranetina (15), isolado da espécie vegetal Baccharis
retura que afetou significativamente o desenvolvimento de formas amastigotas
de L. chagasi, L. amazonesis, L. major e L. brasiliensis (GRECCO et al., 2012).

Os flavonoides sintéticos 3-(3-Clorofenicol)1-6-(6-metoxi-2H-cromo-3-il)-
prop-2-en-1-ona (16) e 3-(4-Clorofenicol)1-(6-metoxi-2H-cromo-3-il)-prop-2-en-
1-ona (17), apresentaram atividade significativa frente a formas promastigotas
de L. major com valores de Clso= 0,8 uM e Clso=0,7 uM, respectivamente
(FOROUMADI et al, 2010).

Em ensaios in vivo o flavonoide luteolina (18), isolado de Vitex negundo,
foi capaz de reduzi em 80% a carga parasitaria de formas amastigotas de L.
chagasi em bac¢o de camundongos, quando administrado em doses de 3,5 mg/kg
de peso corporal (SEN et al., 2006).

As chalconas séo substancias abundantemente presentes na natureza e
tém um conjunto diverso de substituintes nos dois anéis aromaticos de 1,3-
difenil-2-propenil-1-ona, que foi derivado pela clivagem do anel C em
flavonoides. Dependendo do padrao de substituicdo nos dois anéis aromaticos,
as chalconas apresentam uma vasta gama de atividades bioldgicas, incluindo
leishmanicidas (Figura 15) (DHARN, 1981; DIMMOCK et al., 1999).

A chalcona 2',6’-diidroxi-4’-metoxichalcona  (19), isolada de
inflorescéncias de Piper aduncum, apresentou atividade significativa frente a
formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, inclusive afetando a
ultraestrutura mitocondrial do parasita sem induzir a producdo de NO pelos
macréfagos, e consequentemente a morte celular (CHEN et al.,, 1993). A
licochalcona-A (20), uma chalcona oxigenada isolada das raizes de Glycyrrhiza
sp. foi ativa frente a formas promastigotas de L. major e L. donovani, em ensaios
in vitro (ZHAI et al., 1999); esse composto também preveniu o desenvolvimento
de lesbes em camundongos BALB/c infectados com L. major; e reduziu

significativamente a carga parasitaria em baco e figado de hamsters infectados
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com L. donovani, além de afetar a cadeia respiratoria do parasito sem afetar as

organelas do macrofagos (CHENN et al., 2001).

Figura 15 — Estruturas de flavonoides com potencial atividade leishmanicida.
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Os terpendides sdo substancias construidas a partir de isopreno, e por
isso, eles também séo chamados isoprendides; séo classificados de acordo com
0 numero de residuos de isopreno que contém (c-esqueleto), sendo assim
denominados de: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
tetraterpenos e polyterpenos. Algumas substancias que pertencem a essa classe
de metabolitos tém suas atividades leishmanicidas constatadas (Figura 16).

O monoterpeno espintanol (21), isolados de extratos do caule de Oxandra
espintana apresentou atividade leishmanicida frente a formas promastigotas de

vinte espécies de leishmania; e em ensaios in vivo usando camundongos
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infectados com L. amazonenesis, 0s resultados foram equivalentes ao do
farmaco padrao (HOCQUEMILLER et al., 1991). Outro monoterpeno, o linalool
(22), isolado de Croton cajucara, exibiu elevada atividade leishmanicida em
ensaios in vitro contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis,
com valores de Clso= 20 nM e Clso=143 nM, respectivamente (DO SOCORRO et
al., 2003). Usta e colaboradores (2009) sugerem que o linalool exerce atividade
leishmanicida por destruicdo do cinetoplasto e saturacdo mitocondrial seguido
de lise celular no parasita. O sesquiterpeno Kudtriol (23) isolado das partes areas
de Jasonia glutinosa, apresentou toxicidade para formas promastigotas de L.
donovani, sendo esta atribuida, apos estudos de SAR, a presenca do grupo C-
5-hidroxi em a-orientacdo (VILLAESCUSA-CASTILLO et al., 2000). A partir de
estudos quimicos da espécie de esponja Myermekioderma styx, o sisquiterpeno
curcufenol (24) foi isolado e testado sob formas promastigotas de L. donovani, e
exibiu uma atividade leishmanicida significativa com CEso= 11,0 uM (GUL et al.,
2007). O diterpeno, 7-hidroxi-12-metoxi-20-nor-abieta-1,5(10)7,9,12-pentaen-
6,14-diona (25), isolado de raiz de Salvia cilicica, apresentou significativa
atividade leishmanicida em teste com formas promastigotas de L. donovani
(Clso= 120 nM) e L. major (Clso0=180 nM) (TAN et al., 2002). E o diterpeno, 18-
acetoxi-cis-clerod-3-en-15-ol (26), isolado de Cistus monspeliensis, exibiu
atividade leishmancida seletiva para formas promastigotas de L. donovani
(FOKIALAKIS et al., 2006). O nor-triterpeno, 6a,7a,153,16[3,24-pentacetoxi-22a-
carbometoxi-218,22B-epoxi-18B-hidroxi-27,30-bisnor-3,4-secofriedela-1,20(29)-
dien-3,4-R-olide (27), isolado de Lophanthera lactescens, exibiu promissora
atividade leishmanicida frente a formas amastigotas de L. amazonensis (Clso=
0,50 uM); esse mesmo composto inibiu a sobrevivéncia do parasita em ensaios
in vivo com curva dose-dependente de 12,71, 1,27 e 0,12 uM, com percentuais
de inibicdo de 75%, 55% e 46%, respectivamente (DANELLI et al., 2009).
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Figura 16 — Estruturas de terpenoides com potencial atividade leishmanicida.
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As quinonas representam uma classe de compostos organicos que séo
formalmente "derivados de compostos aromaticos [tais como benzeno ou
naftaleno] por conversdo de um nimero par de grupos -CH = em grupos -C (=
O) com qualguer rearranjo necessario de ligacdes duplas, resultando em uma
estrutura de diona ciclica totalmente conjugada. As quinonas naturais s&o
amplamente distribuidas, podendo ser encontradas desde ouricos do mar até
cascas e raizes de vegetais, apresentam uma grande variedade estrutural, e
uma gama de atribuicbes farmacoldgicas, como atividades antitumoral,
antioxidante, antimicrobiana e parasitaria, por exemplo (Figura 17) (THOMSON,
1971).
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As naftoquinona dimericas, 3,3’-biplumgabina (28) e 8,8’-biplumbagina
(29), isolado de cascas de caule de Pera benensis, apresentou significativa
atividade sobre formas amastigotas de L. brasiliensis, L. amazonensis e L.
donovani (MORI-YASUMOTO et al., 2012). A Dioncoquinones A (30) e B (31),
isoladas de Triphyophyllum peltatum, exibiu uma boa e seletiva atividade frente
a formas promastigotas de L. major; essas quinonas também foram testadas
frente a formas amastigotas de L. major e promoveram 79,2% na inibicdo do
crescimento. Outra quinona denominada aloe-emodina (32), uma antraquinona
isolada das partes areas de Stephania dinklgei, exibiu atividade frente a formas
promastigotas e amastigotas de L. donovani (CAMACHO et al., 2000; SEMWAL
et al., 2010).

Figura 17 — Estruturas de quinonas com potencial atividade leishmanicida.
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6. DNA Topoisomerase: definicdes, estrutura e funcionamento.

6.1. Estrutura molecular, funcionamento e restricdes topologicas do
DNA.
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O DNA é o material genético da célula. Ele carrega as informacgdes que
serdo transmitidas na reproducéo celular e na formacédo de novos individuos.
Regibes especificas de DNA séo transcritos para producdo dos diferentes tipos
de RNA, os quais participam da sintese das cadeias polipeptidicas
(VOLOGODSKII; COZZARELLI, 1994).

A longitude do DNA pode ser mil vezes maior que as dimensdes de uma
célula. Assim, em geral, o0 genoma completo de uma célula encontra-se
empacotado dentro do nucleo da célula. Considerando que o diametro médio é
de 6 uM, o DNA precisa retorcer sobre si mesmo aproximadamente mil vezes
(PRADA et al., 2013a).

No ano de 1965 o pesquisador Vinogard e seus colaboradores
identificaram como uma molécula de DNA circular, sob certas condicdes
experimentais, adquiria uma conformagdo compacta e que girava sobre si
mesmas varias vezes (Figura 18). Esta forma topolégica do DNA recebeu o
nome de superenovelado (do inglés supercoiled), em contrapartida a estrutura

topologica néo retorcida foi denominada de relaxada (do inglés relaxed).

Figura 18 — Fotografia de microscopia eletrénica dos estados topoldgicos do

DNA. (A) estado topolégico superenovelado; (B) estado topoldgico relaxado.

Fonte: (VINOGRAD et al; Proceedings of Academy Sciences USA, v.53, 1965).

Nos organismos procariotas o DNA apresenta um estado superenovelado
plectoménico, 0 que permite que Seu genoma Se organize em pequenos
cromossomos circulares fechados; de maneira oposta, nos eucariotos, 0

superenovelamento se produz em forma solenoide ou toroidal, o que facilita a
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acao das histonas ajudando a uma compactacdo mais efetiva do DNA (Figura
19) (VOLOGODSKII; COZZARELLI, 1994).

Figura 19 — Modelo ilustrativo da estrutura toroidal (A) e da estrutura

plectonémica (B).

Fonte: (TRAVERS; MUSKHELISHVILLI, EMBO Reports, v.8, 2007).

A integridade e a organizacao fisica do DNA devem ser mantidas em todo
momento para garantir a sobrevivéncia das células. Entretanto, muitos
processos essenciais causam problemas na estrutura topologica do DNA,
especialmente, aqueles relacionados como a separacgao das fitas de DNA nos
processos de transcricao e replicagao do genoma (LINDAHL, 1993). Dado que
o DNA possui uma estrutura de dupla hélice e carece da capacidade de girar
livremente no interior das células, quando ocorre a separacao das fitas pelo
complexo polimerase-helicase sdo gerados superenovelamento nas regioes
flanqueadas. Como resultado, sdo formados superenovelamentos positivos em
frente aos lugares de replicacéo ou transcricdo, e superenovelamento negativos
por tras destes lugares (RICHMOND; DAVEY, 2003).

Com o objetivo de manter a integridade da estrutura topolégica do DNA,
as enzimas topoisomerases agem diretamente nos superenovelamento positivos
detendo de forma quase imediata os processos de replicagdo e transcrigcéo,
enguanto que 0s superenovelamentos negativos favorecem a formacao de
estruturas atipicas do DNA (Figura 20), tais como D-loops (onde duas cadeias
em dupla hélice sdo separadas num trecho e afastadas por uma terceira cadeia
de DNA) e R-loops (onde se forma uma estrutura de acido nucléico de trés

cadeias, no qual se mantém ancorado um hidrido de RNA-RNA ao seu DNA
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molde) (VIARD; TOUR, 2007; POMIER, 2009; POMIER et al., 2010;
MONTECUCCO;BIAMONTI, 2013).

Figura 20 — Modelo ilustrativo de formacgao de (A) R-loops e (B) D-loops durante

0 processo de replicacdo do DNA.

Supercol - Supercol +
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3 X_3

}
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Fonte: (MONTECUCCO; BIAMONTE, Frotiers in genetics, v.4, 2012); (Greider, Cell,
v.97,1999).

6.2. A DNA topoisomerase

As topoisomerases sdo enzimas nucleares que desempenham papeéis
essenciais na replicacdo do DNA, na transcricdo, na segregagdo cromossomica
e na recombinacdo. Elas compdem a maquinaria molecular encarregada de
controlar o estado topoldgico do DNA nas células (NITISS et al., 2012; BALANA-
FOUCE et al.,, 2014). Todas as células contém duas formas principais de
topoisomerase, tipo | (Topl), que faz cortes de cadeia simples no DNA, e tipo Il
(Topll), que corta as duas fitas de DNA. (DAS et al., 2007). Todas elas séo
proteinas responsaveis pelo relaxamento do DNA superenovelado cuja acao é
através de cortes em uma ou ambas as fitas que formam a dupla hélice do DNA
(DAS et al., 2004a; DEXHEIMER; POMMIER, 2008). A atuacdo da Topl € ATP-
independente, enquanto a Topll necessita de ATP para quebrar as cadeias de
DNA. As diferencas no modo de agc&do apontam que a Topl esta exclusivamente
envolvida no relaxamento do DNA superenovelado e a Topll, além do

relaxamento do DNA superenovelado, sdo responsaveis pela catenacdo e
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decatenacdo do DNA (CHAMPOUX, 2001; WANG et al., 2002; CRETAIO et al.,
2007; POMMIER et al., 2010).

A topoisomerase do tipo | € subdividida em dois subgrupos
mecanicamente distintos; a enzima do tipo IA, que sdo homdlogas a enzima
topoisomerase | de E. coli, e as enzimas do tipo IB, que sdo homodlogas a
topoisomerase | humana; estas enzimas sdo capazes de relaxar o DNA
superenovelado e decatenar o DNA interligado. A topoisomerase I, pode
introduzir superespirais negativos no DNA, e esta subdividida em dois
subgrupos: TopllA e TopliB. Além das Topl e Topll, a familia das enzimas
topoisomerase inclui ainda a Toplll e a ToplV, sendo esta ultima descrita para
uma unica espécie de arquea Methanopyrus kandleri (Tabela 3) (SLESAREYV et
al., 1993; WANG et al, 2002; FORTERRE et al., 2007).

Tabela 3 — Caracteristicas e diferencas entre as quatro familias da enzima
topoisomerase.

Tipo | Tipo Il

ToplA ToplB TopllA ToplIB
Dominio ATPase N&o N&o Sim Sim
Dependéncia Mg?* Nao Mg?* Mg?*
metalica
Ruptura de DNA Cadeia simples Cadeia Dupla
Polaridade de
ruptura 5 3 5 5
ALK +1 +1 +2 +2
Enzimas Topl, Topll, Topl, ToplV Topll, girase ToplV

girase reversa

Fonte: (SIESAREYV et al, Nature, v.364, 2014).

As topoisomerases funcionam através de reagdes cataliticas as quais séo
divididas em trés etapas: (i) ligacdo da enzima ao substrato de DNA; (ii) quebra
da cadeia por uma reacéo de transesterificacdo acompanhada pela formacéo de

uma ligacao fosfodiéster transitoria entre o residuo de tirosina do centro ativo e
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as terminacdes no local de corte do DNA; (iii) religacbes das terminacdes
clivadas e libertacdo da enzima (KROGH; SHUMAN, 2000; DAS et al., 2006;
2008). Em condicdes fisiologicas, os complexos enzima-DNA sé&o intermediarios
fugazes que estdo presentes em baixas concentracdes, toleraveis pela célula.
Destarte, se o numero de quebras de cadeia for elevado ou muito reduzido,
podem suceder efeitos deletérios irreversiveis, assim, as topoisomerases
possuem uma dualidade inerente ao catalizarem as reac¢des fundamentais para
célula, mas simultaneamente, tem a capacidade de infligir danos irreparaveis no
genoma do organismo (DAS et al., 2008; BUGREEV; NEVINSKY, 2010).

6.3. Diferencas estruturais entre as topoisomerases de leishmania e

humana.

O avanco dos estudos na area de gendmica permitiu uma visualizacao
geral de aspectos relevantes da organizacdo do genoma de Leishmania spp., e
com isto a aquisicdo de informacbes que podem ser usadas para melhorar a
compreensao da biologia, patogénese e questdes importantes acerca da
interacdo hospedeiro-parasita (TOLEDO et al., 2010; ALCOLEA et al., 2011).
Como por exemplo, a descoberta de que o conteddo e organizacdo gendémica
das espécies Leishmania major, Leishmania braziliensis e Leishmania infantum
séo altamente similares (TOLEDO et al., 2010). Assim, as novas abordagens de
alto rendimento nos niveis de Genoma, Transcriptoma e Proteoma permitiu
conhecer ndo s6 as diferencas estruturais observadas entre o genoma de
cinetoplastideos e de humanos, como também a similaridade genética entre as
diferentes espécies de leishmania, abrindo um atrativo caminho de investigacéo
para intervencao quimioterapica (ZHANG et al., 2006; KAZEMI, 2011).

Com o advento da biologia molecular e suas técnicas foi possivel a
descoberta de varios tipos de DNA topoisomerase 0 que permitiu uma
compreensao mais profunda do seu importante papel nas células vivas;
propiciando visualizar que as funcdes bioldgicas das topoisomerases estédo
profundamente enraizadas na estrutura da dupla hélice do DNA. Essas mesmas
técnicas permitiram também evidenciar que, embora cataliticamente, as funcdes
sejam homologas a variacao estrutural das topoisomerases entre 0s organismaos,

tornam essas enzimas importantes promotoras de marcadores moleculares para
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a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos antitumorais,
antimicrobianos e antiparasitarios de extrema seletividade (VILLA, et al., 2003;
DAS et al, 2004; FORTERRE et al., 2007; BAX et al., 2010, POMMIER et al.,
2006).

A primeira sequéncia descrita de topoisomerase em leishmania foi da Topl
de L. donovani por Broccoli e colaboradores (1999), isto permitiu observar uma
estreita homologia com o dominio central das topoisomerases tipo IB de outros
eucariotas, entretanto diferencas estruturais sdo notaveis; enquanto as Topl
bacterianas, virais e humanas sao codificadas por um gene que contém dois
dominios conservados (ligacdo ao DNA e centro ativo), nos cinetoplastideos, a
Topl é codificada por dois genes que dao origem a um topoisomerase |
heterodimérica (Figura 21) (BALANA-FOUCE et al., 2006; GONZALES et al.,
2007; DAS et al., 2008; PRADA et al., 2013c).

Figura 21 — Diferencas estruturais entre Topl de Leishmania sp. e Topl humana.
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Fonte: (BALANA-FOUCE et al., Drug Discovery Today, v.4, 2006).

Os genes da topoisomerase Il de kinetoplastideos foram isolados e
sequenciados em L. donovani, L. infatum e L. chagasi, sendo verificado que
estes genes e respectivas proteinas sdo menores que as suas homologas nos
mamiferos (Figura 22) (SENGUPTA et al., 2005; DAS et al., 2006b; JENSEN;
ENGLUND; 2012).
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Figura 22 — Diferencas estruturais entre Topll humana e Topll de Leishmania sp.
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Fonte: (BALANA-FOUCE et al., Drug Discovery Today, v.4, 2006).

Uma vez conhecida a organiza¢gdo do genoma de leishmania foi possivel
observar que a enzima ToplA ndo possuia genes ortélogos (genes diferentes em
espécies diferentes, mas com a mesma funcdo) em eucariotos; isso fez da
enzima ToplB um atrativo alvo de intervencao quimioterapica, principalmente em
virtude das diferencas estruturas entre a ToplB humana, como ja apresentado
nos paragrafos anteriores (GONZALEZ et al., 2007; GARCIA-ESTRADA et al.,
2010).

A intensificacdo das pesquisas com a TopIB permitiu determinar que
essas enzimas, em virtude da codificagcdo por um gene, contém dominios de
ligac&o e cataliticos com o DNA, altamente conservados em um unico peptideo;
além de identificar um gene para uma grande subunidade, denominado de
LdTopIL, no cromossoma 34 de Leishmania donovani, codificado para 635
polipéptido de aminocido com uma massa molecular estimada de 73 kDa, esta
subunidade é estreitamente homoéloga ao dominio nuclear da topoisomerase |
humana; foi identificado também um gene para uma pequena subunidade,
denominada LdToplS, que codifica 262 aminoacidos com uma massa molecular
prevista de 28 kDa, encontrado no cromossoma 4 de L. donovani (Figura 23)
(DAS et al., 2008; PRADA et al., 2013c).

65



Figura 23 — Diferencas estruurais entre LdTopIB subunidade larga (LdToplL) e
subunidade pequena (LdToplS).
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Fonte: (PRADA et al., PlosOne, v.8, 2013c).

Desde seu descobrimento em 1970, as enzimas ToplB se tornaram
potenciais alvos de intervencdo terapéutica, devido principalmente ao seu
relevante papel na preservacdo da informacdo genética e na manutencao
filogenética da sua estrutura, fazendo com que as substancias destinadas a sua
inibicdo, nao apresentem seletividade entre as enzimas do hospedeiro e do
parasito. Particularmente, a TopIB de leishmania é uma destacavel excecdao, ja
gue difere profundamente da enzima dos mamiferos, tanto na sua estrutura
como em seu nivel de expressdo, o que permitiu abrir uma nova linha de
desenho de moléculas que atuem especificamente sobre a célula parasitéria
(DAS et al., 2004; DIAZ-GONZALEZ et al., 2008).

Para facilitar as pesquisas utilizando ToplB como alvo para o
desenvolvimento de novas drogas leishmanicidas, Das e colaboradores (2004b)
realizaram estudos in vitro com o objetivo de reconstituir as proteinas LdToplL e
LdToplS e assim obter em larga escala a LdToplIB recombinante. Para isso as
proteinas foram purificadas a partir de extrato bacteriano e a atividade foi
mensurada através do ensaio de relaxamento do DNA plasmidial. Outro estudo
foi realizado por Gonzalez et al. (2007) com 0 mesmo objetivo, entretanto, esses
pesquisadores utilizaram um sistema de expressdo com cepas de
Saccharomyces cerevisiae deficiente de topoisomerase (enzima dispensavel
para a sobrevivéncia desta levedura), para obter proteinas recombinantes
LdToplB.
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Atualmente o uso de proteinas LdTopIB recombinante procedentes de
cultivos sobre-expressantes de S. cerevisiae e E. coli € amplamente aplicavel e
adotavel em pesquisas que investigam a acdo seletiva, em LdToplB, de
substancias naturais, sintéticas e semissintéticas que sao potencialmente
candidatas a farmacos leishmanicidas (TEJERIA et al., 2016; SAHA et al., 2016;
D’ANNESSA et al.; 2015).

6.4. A ToplB como alvo quimioterapico para leishmanioses

A identificacdo de alvo especifico em via-metabolica para o parasito, no
gual as diferencas no metabolismo e na selecdo de vias ou enzimas, que
exercem um alto nivel de controle metabdlico no parasito e um baixo nivel de
controle metabdlico no hospedeiro, sao fatores que determinam a especificidade
e consequentemente a eficacia do farmaco planejado, sendo, portanto,
fundamentais para o desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas
(TURABEKOVA et al.,, 2011; MELOS; ECHEVERRIA, 2012; MICHELETTI;
BEATRIZ, 20012).

De acordo com Prada et al. (2013a), as enzimas topoisomerases para
realizarem suas funcbes fisiolégicas geram cortes transitorios no DNA.
Consequentemente, essas enzimas se apresentam muito vulneraveis a
determinadas condigcbes de estresses fisioldgicos, como por exemplo, a
exposicdo a inibidores, pH acido e estresse oxidativo, convertendo essas
enzimas em endonucleases que rompem o DNA, resultando na instabilidade
gendmica e/ou morte da célula por necrose ou apoptose.

Neste contexto a ToplB de leishmania apresenta-se como uma via
potencial para o desenho de moléculas leishmanicidas, uma vez que difere
consideravelmente do seu hospedeiro mamifero, além de apresentar um grau de
expressao genética diferente durante o processo de proliferacdo (SOUSA et al.,
2003; DAS et al., 2006).

Classicamente os inibidores de ToplB sao classificados em duas
categorias: (i) os compostos que estabilizam os complexos de excisdo entre
enzima e DNA, esses sdo denominados de inibidores classe | ou inibidores
enzimaticos; e (ii) compostos que inteferem na funcdo catalitica da enzima,

esses sdo denominados de inibidores classe Il (POMIER et al., 2006).
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A camptotecina (32) (CPT) e seus analogos estruturais (Figura 24) séo os

melhores exemplos de inibidores enzimaticos de classe |, eles sdo capazes de

clivar de forma especifica e irreversivel os complexos de clivagem (CL) (POMIER

et al., 2006). Segundo Brandao et al. (2010), os CL séo responsaveis pela

expansdo do relaxamento do DNA, impedindo o religamento da fita de DNA

clivada pela Topl, de modo que a fita permanece clivada por periodos

indetectaveis, favorecendo modificagcdes no DNA e apoptose celular (Figura 25).

Figura 24 — Camptotecina (CPT) e alguns de seus analogos aprovados para uso

clinico (A) e em fase clinica (B).
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Figura 25 — Acao da camptotecina e seus derivados sobre DNA.
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Fonte: (BRANDAO et al., Quimica nova, v.33, 2010).

Nos ultimos quinzes anos a ToplIB de leishmania vem sendo investigada
como via metabdlica para entendimento dos mecanismos de acdo de
substancias naturais, sintéticas e semissintéticas promissoras para o0

desenvolvimento de farmacos leishmancidas (Figura 26). O estudo de Chowdhry
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et al. (2003), concluiu que o &cido diidrobetulinico (40) induziu a inibicdo da
atividade de TopIB de L. donovani, em concentracdes variando de 20-100 uM,
com percentuais de 92%, o que foi determinante para morte celular por apoptose,
fato constatado através de ensaio in vivo com camundongos Balb/c.

Jean-Moreno et al. (2006), observou a acao inibitéria de quercetina (41) e
colalina (42), observando inibicdo da atividade de LdTopIB de L. donovani a 512
UM. Outros flavonoides como luteolina (18) e baicalaina (43), também foram
testados como inibidores de LdToplIB, e apresentaram inibi¢cdes significativas da
atividade enzimética (DAS et al., 2006).

O acido (Z)-17-metil-13-octadecenoico (44), isolado do organismo
marinho Polymastia penicillus, foi capaz de inibir a atividade de LdTopIB de L.
donovani a 50 pM (CARBALLEIRA et al, 2009). Os é&cidos sintéticos 2-
octadecinoico (45), 2-hexadecindico (33) e 2-tetradecindico (46) se
apresentaram como inibidores de LdTopIB de L. donovani (CARBALLEIRA et al.,
2012a). O acido (x)-2-metoxi-6Z-heptadecenoide (47) foi seletivo quanto a
inibicio de LdTopIB (50-75 pM) (CARBALLEIRA et al.,, 2012b). O acido
conjugado eicosapentaendico (48), inibiu a atividade enzimética ToplB de L.
donovani a 50 uM (VASSALO et al., 2011).

Sharma e colaboradores (2014), usaram analogos sintéticos de Bis-
lawsone (49), em ensaios de relaxamento de DNA ATP-independente, para
investigar a acdo inibitoria destes compostos sob a atividade de LdTopIB de L.
donovani, e observaram reducdo da atividade enzimatica em torno de 80%.
Kumar et al. (2016), testou alcaloide Bis-benzilisoquilona (50), isolados de
Thalicitrum folialosum e observou inibicdo da atividade de LdTopIB (50 uM) de
L. donovani.

Recentemente, Prada et al. (2013b), utilizando dois farmacos inibidores
de ToplB, camptotencina e gimatecam, cujo estudos sao voltados para inibicao
de hToplB, investigou a atividade leishmanicida desses farmacos sob formas
promastigotas (Clso=1,12 uM) e amastigotas (Clso=0,03 pM) de L. infantum.
Estes farmacos também foram testados sobre a atividade de LdToplIB, em
concentracfes variando de 0,08-0,16 pM, obtendo elevados percentuais de
inibicdo; os dados obtidos pelo grupo tornam esses farmacos drogas

promissoras no tratamento das leishmanioses.
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Figura 26 — Estruturas de substancias com potencial atividade inibidora sobre

enzima topoisomerase de Leishmania sp.
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7. Perspectivas para o desenvolvimento de farmacos leishmanicidas

A falta de interesse da industria farmacéutica no desenvolvimento de
novos farmacos leishmanicidas, faz com que esta doenca seja em geral tratada
com medicamentos pouco eficazes e com alta toxicidade aguda. Neste contexto
0s produtos naturais apresentam-se como substratos para obtencdo de
derivados com caracteristicas quimicas que os tonam mais eficazes e menos
toxicos; além de investimento de novas formulacdes farmacéuticas e liberagcéo
controlada de farmacos, e combinagcfes de farmacos ja utilizados, ofertando
novas propostas para velhos conhecidos (MICHELETTI; BEATRIZ, 2012;
MELOS; ECHEVARRIA, 2012).

Desta forma, ampliar o arsenal de medicamentos para as leishmanioses
€ uma tarefa premente dos governos e nac¢des que sofrem com esta enfermidade
tropical, devendo ser oferecido condicdes de ampliar as pesquisas basicas e
clinicas e assim permitir o desenvolvimento de agentes terapéuticos mais

eficazes e com reduzidos efeitos.
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OBJETIVOS

GERAL

Avaliar o efeito leishmanicida de substancias naturais e semissintéticas via
inibicdo seletiva da atividade enzimética de DNA topoisomerase IB de Leismania

sp.

ESPECIFICOS

e Analisar o perfil quimico da fragdo acetato de etila, por CCDA e UPLC-
DAD-g-TOF-MS, da propolis coletada na cidade de Casa Nova, Bahia.

e Avaliar a citotoxicidade do extrato etandlico, fracdes hexano, acetato de
etila e metanol-agua da prépolis coletada na Bahia, e dos flavonoides
naringenina e isoramnetina, frente a macrofagos da linhagem J774, em
ensaios in vitro.

e Avaliar o efeito leishmanicida do extrato etandlico, fracdes hexano,
acetato de etila e metanol-agua da propolis coletada na Bahia, e dos
flavonoides naringenina e isoramnetina, sobre formas promastigotas e
amastigotas das espécies Leishmania amazonensis e Leishmania
chagasi, em ensaios in vitro.

e Investicdo a acao dos flavonoides naringenina e isoramnetina sobre a
atividade da enzima DNA topoisomerase IB presente no extrato
enzimatico obtido de L. chagasi e DNA topoisomerase IB recombinante
humana, em ensaios in vtro.

e Avaliar a citotoxicidade alcamidas naturais, sintéticas e modificadas frente
a macroéfagos da linhagem J774, em ensaios in vitro.

e Avaliar o efeito leishmanicida de alcamidas naturais, sintéticas e
modificadas, sobre formas promastigotas e amastigotas das espécies
Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi, em ensaios in vitro.

e Avaliar o efeito leishmanicida de alcamidas naturais, sintéticas e
modificadas, sobre formas promastigotas e amastigotas das espécies
Leishmania infantum iFR70, em ensaios in vitro e ex Vivo,
respectivamente.
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Investicdo a agdo de alcamidas naturais, sintéticas e modificadas, sobre
a atividade da enzima DNA topoisomerase IB recombinate de Leishmania
sp. e DNA topoisomerase IB recombinante humana, em ensaios in vtro.

Investigar a formacéo de complexos de clivagem por alcamidas naturais,

sintéticas e modificadas, com significativa acdo inibitéria sobre a atividade
da DNA topoisomerase IB recombinante de Leishmania sp.
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CAPITULO |

Composicao quimica e atividade leishmanicida in vitro da
propolis coletada naregido semiarida da Bahia, Brasil.



1. Introducéo

A propolis € um material quimicamente complexo produzido por abelhas
da espécie Apis melifera, contendo principalmente cera e resinas coletadas de
diferentes partes e secrecdes da planta (PETELINC et al., 2013). De modo geral,
sua composicdo é modificada pela adicdo de secrecdes salivares oriundas das
abelhas e esta diretamente relacionada com a ecologia e flora de cada regido
visitada pelo inseto (POPOVA et al, 2010; SILVA, et al., 2014). Seus
constituintes mais comuns séo os polifendis (flavonoides, acidos fenélicos e seus
ésteres), entretanto a constituicdo quimica da propolis varia de acordo com a
localizacdo geografica, e isso influéncia diretamente na mistura complexa de
seus compostos bioativos e nas diversas propriedades biolégicas (TORETI et
al., 2013; SFORCIN, 2016).

As atividades imunomoduladora (ZAMIMI et al., 2007), antitumoral
(BUFALO et al., 2009), anti-inflamatoéria e cicatrizante (ORSATI et al., 2010;
OLCZYK et al., 2012), antioxidante, antimicrobiana e antifingica (SFORCIN et
al., 2011) e antiparasitarias (FREITAS et al., 2006; DANTAS et al., 2006; DURAN
et al., 2008), sdo registradas para a propolis.

Estudos com a utilizacdo de amostras de propolis coletadas em diferentes
regides do Brasil, realizados com o objetivo de investigar o efeito de seus
constituintes contra Leishmania sp., vém apresentando resultados promissores
para o tratamento da doenca (CUNHA et al.,, 2011). Pontin et al. (2008),
investigou a atividade leishmanicida in vitro da propolis verde, coletada na regiao
sudeste, e observou atividade frente a formas promastigotas de L. amazonensis
com registros de 79,3% de inibicdo do crescimento. Extratos da propolis oriunda
do Parana foram testados in vivo, usando camundongo Balb/c infectados com L.
amazonensis, e foi observado diminuicdo no numero de formas amastigotas
(AYRES et al., 2007).

Atualmente, ndo existe uma vacina humana disponivel, e a quimioterapia
€ o principal recurso para o tratamento das leishmanioses, entretanto, esta longe
de ser satisfatoria, devido ao longo periodo de tratamento, efeitos colaterais e o
surgimento de resisténcia aos farmacos disponiveis (WONG et al., 2014;
QUEIROZ et al., 2014; NAGLE et al., 2014). Diversas substancias estdo sendo

testadas como quimioterapicos leishmanicidas, sendo que as principais estao
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direcionadas para a inibicao de vias metabdlicas vitais e especificas do parasita.
Dentre as vias metabdlicas da leishmania, as enzimas DNA topoisomerases de
leishmania e seus genes e proteinas tém despertado interesse como alvo
guimioterapico, pelo fato de suas atividades enzimaticas estarem envolvidas na
replicacdo do DNA do cinetoplasto (kDNA), bem como o fato destas enzimas
apresentarem uma diferenca estrutural e genética da enzima homoléga em
humanos (BALANA-FOUCE et al., 2014).

Nos ultimos anos a OMS tem incentivado as pesquisas com produtos
naturais para o tratamento da doenga, incluindo a busca por alvos
guimioterapicos, devido ao potencial destes produtos como fontes de novos e
seletivos agentes para o seu tratamento, por conta da diversidade quimica
apresentada por estes (PATIL et al., 2012; CHOUHAN et al., 2014; SINGH et al.,
2014; FALCAO et al, 2013).

Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo
guimico da prépolis coletada na Bahia e investigar os efeitos leishmanicidas do
extrato etanolico, fragbes organicas e flavonoides naringenina e isoramnetina
sobre formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, bem
como investigar as suas acdes sobre a atividade das enzimas topoisomerase IB,
presente nos extratos enzimaticos oriundos de L. chagasi (LcToplB) e

topoisomerase humana (hToplIB)
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2. Materiais e métodos

2.1. Amostras de prépolis e fracionamento

Para a realizacdo do trabalho, amostras de prépolis foram coletadas na
na cidade de Casa Nova, Bahia, em uma area de Caatinga. A obtencdo do
extrato etandlico (EEtOH), das fracdes hexano (FrHex), acetato de etila
(FrAcEOt) e metanol-agua (FrMeOH), esta apresentada no esquema 1. Os
flavonoides naringenina e isoramnetina, oriundos de um banco de flavonoides
extraidos de produtos apicolas pertencente os Laboratério de Bioprospeccéao
Fitoquimica (LaBioFito), coordenado pelo profa. Tania Sarmento, também foram

utilizados nos ensaios biol6gicos.

Prépolis
79,4g
EtOH
EtOH
41,7g
MeOH:H,0
Hexano
AcOEt
Hexano AcOEt MeOH:H,0
7,4g 9,07g 1,06g

Esquema 1 — Extracao e particdo da propolis

A fracdo AcOEt, foi submetida a andalise por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), e em seguida, esta fracdo foi submetida a analise por
espectrometria de massas de alta resolugdo acoplado ao sistema ACQUITY
(Waters, Milford, MA, EUA). A analise foi realizada por eletrospray modo negativo
(ESI-).
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2.2. Andlises por UHPLC-PDA-qTOF-MS/MS

A andlise da fracdo AcOEt foi realizada utilizando um cromatédgrafo liquido
de ultra eficiéncia ACQUITY UPLC H-Class (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA), acoplado a um espectrometro de massas Quadupolo—Tof (Xevo G2-XS
QTof, Waters, EUA) com ionizacdo por eletrospray (ESI). As separacfes
cromatograficas foram realizadas utilizando uma coluna ACQUITY UPLCTM
BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 uym, Waters, EUA) a 40 °C. A fase movel binaria
consistiu de agua 0,1% de &cido férmico (fase movel A) e acetonitrila 0,1% de
acido formico (fase mével B). O fluxo foi de 0,4 mL/min e o volume de injecao foi
de 5,0 uL. O gradiente de eluigao utilizado foi: 0,0 a 8,0 min 10% - 50% de B; 8,0
a 9,0 mim — 50% -95% de B e em 9,1 mim 10% de B, o monitoramento foi feito
a 340 nm. O espectrometro de massas foi operado em modo negativo de
lonizacdo (ESI-) no modo sensibilidade. A deteccéo foi implementada no modo
centréide MSE em uma faixa de massa de 50-1200 Da. Todas as andlises foram
realizadas utilizando o lockspray para garantir a precisao e reprodutibilidade dos
valores de massas. Leucina-encefalina (5 ng ml?t) foi utlizado como
padréo/referéncia para calibracdo. A aquisicédo e andlise dos dados foi realizada

utilizando o software Waters MassLynx 4.1

2.3. Ensaios biologicos e moleculares

Os ensaios in vitro de citotoxicidade em macréfagos J744 e de atividade
leishmanicida em L. amazonensis e L. chagasi bem como 0s ensaios com
extratos enzimatico com ToplB de L. chagasi (LcToplB) e topoisomerase
humana recombinante (hToplB), foram realizados no Laboratério de
Farmacologia e Imunidade (LaFl) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL),
sob a orientacédo da Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira.

2.3.1. Manutencdo dos macréfagos

Para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade foram utilizados
macréfagos da linhagem J774, obtidos junto ao banco de células da

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), estes foram mantidos em
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garrafas de cultura contendo 10 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 2 mM de L-glutamina,
aminoacidos ndo essenciais e piruvato. Quando selecionadas para 0s ensaios
de viabilidade, as células foram contadas em camara de Neubauer, para obter a

concentracdo desejada, e posteriormente semeadas em placas.

2.3.2. Cultura dos parasitos

Para os ensaios de atividade leishmanicida foram utilizadas formas
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi (MCAN/BR/89/BA262),
gentilmente cedidas pela Dra. Valéria de Matos Borges do Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz — Fiocruz-BA. As formas promastigotas foram mantidos in vitro
em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich®), suplementado com 10% de SFB e 2%
urina humana masculina a 27 °C em estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(B.0O.D). Quando selecionados para uso, os parasitos foram colocados em tubos
tipo Falcon e centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos, em seguida o pellet
foi ressuspendido em meio Schneider’s. Para determinar a concentracdo de
parasitos a serem utilizados nos ensaios de atividade leishmanicida, o pellet
ressuspenso foi transferido para camara de Neubauer e realizada a contagem

de parasitos para posterior plagueamento.

2.3.3. Ensaio de determinacao da viabilidade celular em macrofago

A viabilidade celular de macréfagos frente a EEtOH, FrHex, FrAcEOt,
FeMeOH e os flavonoides naringenina e isoramnetina, foi realizada atraves do
ensaio de reducdo de MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazoélio), conforme a metodologia descrita por Hussain et al. (1993).
Macrofagos da linhagem J744 foram semeados em placas de 96 pocos contendo
meio RPMI, numa concentracdo de 1x10° macréfagos por poco, e mantidos em
repouso por 1 hora. Transcorridos este periodo, os macrofagos foram expostos
a diferentes concentracfes das substancias (0,1; 1; 10; 100 e uM) diluidas em
meio RPMI, e incubados em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 5%
de CO2 por um periodo de 48 horas. Como controles, macréfagos foram
cultivados em pocos contendo apenas meio de cultura e em pogos contendo
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apenas o diluente do extrato da prépolis (Dimetilsulféxido 0,1% [DMSO 0,1%])
(Figura 27).

Figura 27— Distribuicdo de EEtOH, FrHex, FrAcEOt, FrMeOH, naringenina e
isoramnetina da propolis e das substancias controles, em placas de 96 pocos

para realizacao do ensaio de viabilidade celular em Macrofagos.
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Apos as 48 horas de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e em
seguida foi adicionado 100 pL da solugao de MTT (5 mg/10 mL). As placas foram
novamente incubadas por 1 hora sob as mesmas condicbes da incubacao
anterior, e em seguida o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL de
DMSO 0,1%. A leitura das placas foi realizada em espectrofotometro a 550 nm.
A viabilidade celular das culturas de macréfagos tratadas com o extrato, fracées
e flavonoides foram comparadas ao padrdo de morte obtido nas culturas
controle. Para calcular a Concentracao inibitéria de 50% das células (Clso), foi
utilizada a formula: Resposta = 100 + (-100) / 1+10*-L0gCI50)

2.3.4. Ensaio de atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi

Os efeitos de EEtOH, FrHex, FrAcEOt, FeMeOH e os flavonoides
naringenina e isoramnetina frente a formas promastigotas de L. amazonensis e
L. chagasi foi avaliado pelo ensaio de reducédo de MTT, conforme a metodologia
de Moraes et al. (2014). Formas promastigotas foram cultivadas em placas de
96 pocos contendo meio RPMI suplementado com 10% SBF, 2 mM de L-
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glutamina e 2% de urina humana, na concentracdo de 1x10° células por poco.
Diferentes concentracfes de 0,1; 1; 10 e 100 uM, do extrato, das fracdes, dos
flavonoides e do farmaco padréao (Pentamidina) foram adicionados aos pocos até
o volume final de 200 pL. Para controle de crescimento basal foram usados meio
de cultura livre de extrato, fracdes e flavonoides, e meio de cultura contendo o
solvente utilizado na solubilizacdo (DMSO 0,1%). As placas foram incubadas em
estufa B.O.D a 27 °C por 48 horas. Ap0s o periodo de incubacéo, o sobrenadante
foi descartado e em seguida foi adicionado 20 pL de solugéo de MTT (2 mg/mL).
As placas foram incubadas por 2 horas em estufa a 37 °C e a 5% de CO:..
Transcorrido o periodo de incubacdo, apés o descarte do sobrenadante, foi
adicionado 120 uL de Isopropanol. As placas foram mantidas em repouso por 1
hora em temperatura ambiente. A leitura foi realizada em espectrofotometro a
550 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os dados obtidos foram

expressos como a média + desvio (X+DP).

2.3.5. Ensaio de atividade leishmanicida sobre formas amastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi

Para a obtenc&o de formas amastigotas de L. amazonensis e L. chagasi,
macréfagos da linhagem J774 foram plaqueados, na proporcéo de 3x10° células
por pocgo, em placas de 24 pog¢os com laminulas e com meio RPMI suplementado
e incubados em B.O.D a 27 °C. Em ensaios independentes, os macréfagos foram
infectados com formas promastigotas de L. amazonensis ou L. chagasi, numa
proporcgédo de 10 parasitos/1 macrofago.

As placas contendo macréfagos e formas promastigotas de L.
amazonensis foram incubadas por 1 hora em estufa a 37 °C com 5% de COg;
enguanto as placas contendo macréfagos e formas promastigotas de L. chagasi
foram incubadas por 6 horas sob as mesmas condicbes. Transcorrido 0s
referidos intervalos de tempo, os macrofagos foram “lavados” com tampéao
fosfato-salino (PBS, pH 7,2), para remocé&o dos parasitos n&o interiorizados; em
seguida, foram cultivados em meio RPMI suplementado com 10% SBF, 2 mM de
L-glutamina, 2 mM de aminoacidos ndo essenciais e 2 mM de piruvato, na
presenca dos compostos em diferentes concentracdes (0,1; 1; 10; 100 uM) e na
presenca de DMSO 0,1%, e meio de cultura livres de compostos. As placas
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foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 5% de CO:
por 48 horas. Apos esse periodo, 0s pog¢os contendo as laminulas foram lavados
com PBS, as células foram fixadas com metanol e em seguida coradas com
Giemsa-May-Griunswald e montadas sobre Iaminas. A avaliagdo do numero de
macrofagos infectados e o nimero de amastigotas em 100 macrofagos foi feita
com auxilio de microscopio 6ptico com objetiva de imerséo (100X), conforme a

metodologia de Nunes et al. (2005).

3. Extracdo da enzima DNA topoisomerase IB de L. chagasi (LcToplB),

avaliacdo da atividade e inibicdo da atividade enzimatica de LcToplIB.

3.1. Obtencdo do extrato enziméatico contendo topoisomerase IB de L.
chagasi

Um extrato enzimatico foi obtido a partir do concentrado de formas
promastigotas (1x10° céls/mL) de L. chagasi, conforme a metodologia descrita
por Jean-Moreno et al. (2006) com adaptacdes. As formas promastigotas foram
submetidas a centrifugacdo de 1500g durante 5 minutos a 4 °C; e o
sobrenadante foi descartado. As células foram ressupensas em tampéao Hepes
(10 mM de Hepes-KOH pH 7,9, 1,5 de mM MgClz, 10 mM de KCI, 0,5 mM de
DTT, 0,2 de mM Fluoreto de Fenilmetilsulfonil [PMSF] e 0,2 X Coquetel Inibidor
de Protease [PIC]) e foi novamente centrifugada sob as condi¢cbes descritas
anteriormente. O pellet foi ressuspenso em 800 uL de tamp&o Hepes e incubado
em gelo por 10 minutos, em seguida foi aplicado um ciclo de sonicacéo de 1
minuto. Apés a sonicacao, foi realizada uma centrifugacdo de 16000g durante 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensa
em 100 pL de tampéo de extracdo (12,5 mM de Tris-HCI pH 7,5, 10 mM de
MgClz, 50 mM de KCI, 30 ug/ml de SFB, 5% de glicerol, 0,5 mM de DTT, 0,2 de
mM PMSF e PIC). O extrato enzimatico foi lisado em gelo por repetidas
passagem em agulha de calibre 25 pL utilizando uma microseringa Hamilton®.
Apés centrifugacdo do lisado enzimatico (16000g; 30 min; 4 ° C), a fracéo
sobrenadante foi recuperada e misturada com o tampao de extracdo contendo
18% de polietilenoglicol (PEG) (p/v) e 18% de glicerol (v/v). O lisado foi incubado
em gelo por 30 minutos e centrifugado a 16000g durante 30 minutos a 4 °C. A
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fracdo sobrenadante, correspondente ao extrato enzimatico, foi denominada de
LcToplIB e utilizada nos ensaios de atividade e inibicdo da topoisomerase de L.

chagasi.

3.2. Ensaio de avaliacdo da atividade do extrato enzimatico (LcTopIB)

A capacidade de relaxar o DNA superenovelado, independente de ATP,
€ uma reacdo catalisada exclusivamente pela enzima TopIB, e foi mensurada
conforme a descricdo de Walker e Saraiva (2004) com adaptacoes.

Em Eppendorff foi preparada uma reacdo contendo diferentes
concentracbes (20-0,65 pL) do extrato enzimatico (LcToplB), tampédo de
relaxamento (25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgClz, 105 mM/mL de albumina
de soro bovino (BSA), 0,5 mM DTT, 5% glicerol) e 0,5 ug de plasmideo pBR322.
Essa reacdao foi incubada a 37 °C por 30 minutos, em seguida foi adicionado 4
uL de tampéo de parada (25% Dodecil sulfato de sodio [SDS], 25% Bromofenol
azul-xileno e 40% sacarose). A reacao foi submetida a corrida de eletroforese
em gel de agarose 2% a 100 V durante 6 horas. Apds o tempo de corrida em
tampédo TBE (90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA), os géis foram revelados com 10
uL de Brometo de etidio (EtBr) e visualizados sob iluminacao ultravioleta (UV)
usando um transiluminador com camera acoplada a camara escura Vilber
Lourmat E1/2 C8-48 nm.

3.3. Ensaio de inibi¢c&o da atividade de LcTopIB e hToplB

A inibicdo da atividade de LcToplB foi avaliada através do efeito inibitério
dos flavonoides naringenina e da isoramnetina. Os testes foram realizados nas
concentracbes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,15 uM. Em Eppendorf
independentes para cada concentracdo, foram colocados 2 pL da substancia e
5 pL de extrato enzimético; a reacao foi mantida em gelo durante 15 minutos.
Em seguida foram adicionados 0,5 pL de plasmideo pBR322 (diluido em DMSO
0,1%) e 13 pL de tampdo de inibicdo (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgClz, 105
mM/ml de BSA, 0,5 mM DTT, 5% glicerol). As reacfes foram incubadas a 37 °C
por 30 minutos. Transcorrido esse tempo, foi adicionado 4 pL de tampéo de
parada e o gel foi submetido a eletroforese em gel de agarose por 6 horas a 100
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V. O gel foi revelado com 10 pL de EtBr e visualizados sob iluminacao UV usando
transiluminador com camera acoplada a camara escura Vilber Lourmat E1/2 C8-
48 nm.

Para avaliar a inibicdo da atividade da enzima homologa em humanos
(hToplB), foi utilizada DNA topoisomerase humana recombinante, gentilmente
cedida pelo Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia da Universidade de Léon
(Espanha). O procedimento experimental seguiu 0 mesmo protocolo aplicado

nos ensaios com ToplB de leishmania

3.4. Andlises estatisticas

O efeito leishmanicida foi determinado como a concentracdo necessaria
para reduzir a viabilidade celular a 50% do controle negativo (Clso). Para
determinar os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o controle,
foram realizados os testes estatisticos de analise de variancia (ANOVA) seguido
do teste Dunnett, com o auxilio dos softwares GraphPad Prism versédo 5.0. Os
valores foram considerados significativos quando p < 0,05 comparando ao grupo
controle. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. As bandas do
gel que representavam o DNA superenovelado foram analizadas usando o
software Gel Analyse 2010® para determinar o percentual de inibicéo. Os valores
percentuais de cada banda foram utilizados para calcular a concentracéo
requerida para causar 50% de inibicdo da atividade da LcTopIB ou hToplIB (Clso)

utilizando o software estatistico GraphPad Prism verséo 5.0.
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4. Resultados e discussao
4.1. Anélise da FrAcEOt por UHPLC-qTOF-PDA-MS

A andlise da fracdo FrAcEOt por CCDA mostrou a presenca de

flavonoides quando revelada com o reagente NP (Acido difenilbérico
etanolamina). O perfil desta fracao foi analisado por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplado ao detector de arranjo de diiodo (UHPLC-DAD) no
comprimento de onda 340 nm e a partir da comparagcdo com padrbes de
amostras de flavonoides isolados de produtos apicolas, usando espectrometria
de massas de alta resolucdo (UHPLC-qTOF-MS/MS), foi possivel identificar os

compostos como flavonoides (Figura 28).

Figura 28 — UPLC-DAD (340 nm) da fraccdo de AcOEt da prépolis (A).
Cromatograma dos ions base (B) obtido por MSE (UPLC-qTOF / MSE) em modo

negativo.
4: Diode Array
7.01 7.59 320.532 0.0500Da
1.0e-1- 2105320 210.5320_)]' Range: 1.038e-1
9.0e-2- “ ‘
8.0e-2- ‘ ‘
7.0e-2- ‘
3 10.09
6.0e-2- 364.5320
= ; 7.41
2 5.0e-2: ‘ 210"|5320 }
¥ 7.83
4.0e-2; i ‘ 210.5320 9.97 I
ol i 363.5320 ‘
3.00- 2 210 5320 ' } \ i
W | 8.32
2.0e- 2 6.17 | ‘ \ '
oAl , S | i n 210. 5320 670 915 931 979 H 1
o2 m l\,/\_)' \ L_/r 210ﬁ5320 2153202105320 223.5320| |
o.o \—) J : : J U \
7.50 8.50 9.00 9.50 10,00
1: TOF MS ES-
_ 7.64 BPI
329.064971’ 1.13e6
[
(
7.06 |
299.0546 5 }
,‘¢ 299.0546 ‘ |
I | -
B " " | 285.0754
6.46 | 4 I 10.01
315.0493 ‘ ‘ ' ‘ I‘ ;I 269.0794
il ‘ | |
I ’ i‘ : I‘ (| 8.37 8.56 | 1013
6.22 | 6.61 . |1 ‘ 313.0695 315.0493 9.20 9.36 3130693‘; 299.0905
301.0342 || 3450582 | | ) O Y y 2850751 283.0589 i (
,!'*. A [ (1 | | || sotosss || i P I "
1 N “\ | A \ \ A AN A |
o bt U A N U \J \w WA Aot dsmpmpedl L ‘W‘ \,j \_J’ \ Time
"TTTe00 650 700 ' 750 ' 800 TTTTe00 T Tek0 ' 1000

105



A andlise da fracdo FrAcEOt permitiu identificar 24 flavonoides, sendo 13
flavondis (1, 2, 3, 7, 8, 9, 13, 14, 15, 17, 18, 21 e 22), 2 flavonas (4 e 20), 3
chalconas (10, 23 e 24) e 6 flavanonas (5, 6, 11, 12, 16 e 19). Estes flavonoides

sao apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Flavonoides identificados por UPLC-DAD-ESI(-)-QTOF-MS/MS na
fracdo AcOEt da prépolis.

TR Amax [M-HJ Massa  Substancia
1 6,22 359 301,0330 301,0353 Quercetina
2 6,46 356 315,0504 315,0510 Quercetina metil eter
3 6,61 352 3450582 345,0615 Miricetina-dimetil eter
4 6,85 334 269,0437 269,0455 Apigenina
5 6,86 290 271,0240 271,0611 Naringenina
6 6,92 290 301,0703 301,0718 Trihidroxi-metoxi-flavanona
7 7,06 333 299,0546 299,0561 Kaempferol metil eter
8 7,28 352 315,0501 315,0510 Isorhamnetina
9 7,64 342 329,0649 329,0667 Quercetina-dimetil éter
10 7,88 368 285,0734 285,0768 Trihidroxi-metoxi-chalcona
11 8,12 287 301,0771 301,0717 Hesperetina
12 8,24 281 269,0811 269,0819 Pinostrobina
13 8,27 342 299,0543 299,0561 Kaempferol metil éter
14 8,37 333 313,0703 313,0717 Kumatakenina
15 8,46 362 329,0649 329,0667 Quercetina dimetil éter
16 8,56 286 315,0501 315,0510 Hesperetina metil eter
17 8,74 356 329,0641 329,0667 Quercetina dimetil éter
18 8,92 347 343,0811 343,0823 Quercetina trimetil eter
19 9,20 287 285,0751 285,0768 Isosakuranetina
20 9,36 335 283,0600 283,0619 Apigenina metil eter
21 9,83 347 313,0698 313,0717 Kaempferol dimetil éter
22 9,99 347 343,0803 343,0823 Quercetina trimetil eter
23 10,01 363 269,0801 269,0819 Dihidroxi-metoxi-chalcona
24 10,13 364 299,0905 299,0925 Dihidroxi-dimetoxi-chalcona

Varios isbmeros foram identificados na FrAcCEOt analisada. Composto 1,
6 e 11 com MM= 301. Compostos 2, 8, 18 com MM= 315. Compostos 4, 12, 23
com MM= 269. Composto 7, 13, 24 com MM= 299. Compostos 9, 15, 17 com
MM= 329 e compostos 10, 19 com MM= 285. As Figuras 29 — 32 sao espectros

MS/MS representativos para cada classe de flavonoide.
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Figura 29 — Espectro de ESI-MS/MS para a Quercetina-dimetil éter (9).
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Figura 30 — Espectro de ESI-MS/MS para a Apigenina metil éter (20).
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Figura 31 — Espectro de ESI-MS/MS para a Isosakuranetina (19).

07-Oct-2016 18:20:08

Propolis Giani a 2375 (9.193) 1: TOF MS ES-
285.0756. 1.61e5

100-
N
197.8066
195.8097
286.0799
199.8040
116.9278 283.0612
1
| 1608410 | ! so017907 ! ! | !
NP 128.0095 1490983 | | 1788372 183 0209 7 219.8491 239.9017 257.8137268.0446 -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 110 | 120 | 130 = 140 | 150 = 160 170 = 180 = 190 = 200 = 210 | 220 = 230 240 250 = 260 = 270 = 280

Figura 32 — Espectro de ESI-MS/MS para a Dihidroxi-dimetoxi-chalcona (24)
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Segundo Popova et al. (2010), a composi¢cao quimica da propolis € rica e
complexa, e esta diretamente relacionada com a ecologia e flora de cada regiao
visitada pelas abelhas. Deste modo as espécies de plantas que estdo presentes
nas regides de onde a prépolis foi coletada sdo muito importantes para a origem
e o tipo de substancia quimica. Particularmente para regido semiarida, uma
analise palinolégica com amostras de prépolis coletas nesta regido, mostrou que
o tipo de pdlen mais representativo era pertencente a espécie Mimosa pudica L.
(Fabaceae), espécie considerada por apicultores como uma planta altamente
polinizadora (MATOS et al., 2014). O estudo de Park et al (2002), identificou a
presenca de flavonoides em 6 diferentes amostras de propolis coletadas na
regido nordeste. A analise de amostras de propolis coletadas na cidade de
Mossoro-RN, mostrou a presencga de flavonoides (FERREIRA, 2015). Neste
estudo, a presenca de flavonoides foi identificada na fragdo de AcOEt. Como a
composicao quimica da propolis esta relacionada com a flora e ecologia de cada
regido, a predominéancia de pélen oriundo de uma unica espécie vegetal, bem
como a presenca de flavonoides em amostra de propolis coletadas em diferentes
pontos da regido semiérida, sdo indicativos para determinar a composi¢ao
guimica da propolis desta regido, sendo necessarios estudos adicionais para
conhecer a origem das espécies das plantas das as abelhas coletam a resina na

regido semiarida.

4.2. Ensaios biol6égicos e moleculares

4.2.1. Efeito sobre a viabilidade celular de macréfago

O ensaio de citotoxicidade em macréfagos da linhagem J774, usando o
ensaio de reducdo de MTT, mostrou que o extrato EEtOH, as fracdes FrHex,
FrAcOEt, FrMeOH e os flavonoides naringenina e isoramnetina ndo afetaram a
viabilidade das células J774, apds 48 horas de incubagéo, ndo sendo toxico para
essas células (Tabela 5). Orsi et al. (2005) observaram que a prépolis brasileira
ndo era toxica para macrofagos; e Blonska et al. (2004) em ensaios de
citotoxicidade com macréfagos observaram que o extrato etandlico de prépolis,
rico em derivados de flavona, como kaempferol e quercetina, ndo era téxico para

essas células. Os resultados deste trabalho estdo condizentes com os da

109



literatura, assegurando a viabilidade de macrofagos tratados com compostos

oriundos de prépolis.

Tabela 5 — Efeitos do EEtOH, FrHex, FrAcEOt, FrMeOH, naringenina e
isoramnetina da propolis sobre a viabilidade celular de macrofagos da linhagem
J774 através do ensaio de MTT.

Tratamento Clse? Citotoxicidade Maxima (%)"
Pentamidina 44,1 + 0,8 pM* 93,8 £ 0,7**
EEtOH > 100 NT
FrHex > 100 NT
FrAcEOt > 100 NT
FrMeOH > 100 NT
Naringenina > 100 NT
Isoramnetina > 100 NT

aConcentracéo Letal a 50% dos macréfagos (CLso) calculada através de curvas concentragio-
resposta toxica. "Média+erro padrdo da média da citoxicidade maxima em triplicatas de um
experimento representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos
quando **p < 0,01 em relacdo ao grupo DMSO 0,1%; NT: substancia ndo apresenta atividade
letal significantiva para os macréfagos nas concentraces de 100 e 10 uM em relacéo ao grupo
DMSO.

De acordo com Silva et al. (2008), a propolis € um importante recurso de
compostos com propriedades farmacoldgicas e funcionais, em virtude da sua
variedade de substancias, exibindo uma gama de atividades biologicas; tais
como propriedades antimicrobianas, anti-inflamatoéria e antitumorais, que séo
atribuidas principalmente aos compostos fendlicos, e especialmente aos
flavonoides (BURDOCK, 2008; TEERASRIPREECHA et al.,, 2012), sendo
registrado também envolvimento no controle de mecanismos moleculares, como
metabolismo de energia, defesa antioxidante, dindmica no filamentos de actina,
dobragem de proteinas, entre outros (PETELINC et al., 2013). Sendo, portanto,

importante a sua ndo toxicidade frente as células de mamiferos.
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4. 2. 2. Efeito leishmanicida sobre as formas promastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi

Com o objetivo de investigar o efeito leishmanicida do EEtOH, FrHex,
FrAcEOt, FrMeOH, naringenina e isoramnetina, foi realizado o ensaio de
viabilidade sobre formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, através
do ensaio de reducdo do MTT (MORAES et al., 2014). A pentamidina foi utilizada
como farmaco padrdo. Em geral, esse medicamento € usado como segunda
escolha para o tratamento da doenca, uma vez que apresenta resultados
significativos em caso de resisténcia em tratamentos com antimoniais
pentavalentes, terapia medicamentosa de primeira escolha, mas que apresenta
baixa atividade sob formas promastigotas (SUNDAR et al., 2001; WHO, 2016).

Os efeitos leishmanicida do EEtOH, FrHex, FrAceOt, FrMeOH,
naringenina e isoramnetina sobre as formas promastigotas de L. amazonensis
estdo apresentados na Tabela 6. Enquanto os efeitos destes sobre formas

promastigotas de L. chagasi, estédo apresentados na tabela 7.

Tabela 6 — Efeitos do EEtOH, das fracbes FrHex, FrAcEOt, FrMeOH e dos

flavonoides naringenina e isoramnetina sob formas promastigotas de L.

amazonenses.
L. amazonensis
Tratamento
Clso? Efeito Maximo Efeito

(X+DP)P (10 um)
Pentamidina 4,7+1,0 uM 97,8+ 0,7 83,7+1,4™
EEtOH 7,1£1,1 pg/mL 94,3+1,9™ 57,33+4,2"
FrHex 8,2+2,6 pg/mL 96,1+ 0,2 74,92, 7"
FrAcEOt 5,8+0,5 pg/mL 96,6 + 1,2 82,2+0,5™
FrMeOH 5,6+1,0 pg/mL 95,8 +1,3™ 57,3+4,2"
Naringenina | 2,4+ 1,7 uM 76,9 +2,4" 56,4+1,2"
Isoramnetina | 1,9 +0,8 uM 78,1+1,9" 58,1+4,6"

aConcentracao inibitéria a 50% (Clso) calculada através de curvas concentragéo-
resposta toxica e expressa como médiaterro padrédo da média; PEfeito maximo que
€ expresso como média da toxicidade maximazerro padrao da média em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores de EM foram considerados
significativos quando **p < 0.01 e ***p < 0.001 em rela¢édo ao grupo DMSO 0,1%.
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Tabela 7 — Efeitos do EEtOH, das fracbes FrHex, FrAcEOt, FrMeOH e dos

flavonoides naringenina e isoramnetina sob formas promastigotas de L.

chagasi.
L. chagasi
Tratamento
Clso? Efeito Maximo Efeito

(X+DP)P (10 uM)
Pentamidina 6,1+0,3 uM 96,5+0,4™ 84,2+1,2™
EEtOH 4,2+0,9 pg/mL 71,5+2,3" 71,5+2,3"
FrHex 6,2+1,9 pg/mL 68,6+7,5" 68,8+4,0
FrACEOt 6,6+0,3 pg/mL 71,5+2,4™ 75,642,3"
FrMeOH 7,3+0,9 pg/mL 53,9+7,5" 53,9+4,8"
Naringenina 2,4+1,6 uM 67,8+1,9” 68,2+1,2"
Isoramnetina 2,941,2 uM 61,6+1,3" 60,4+2,0

aConcentracdo inibitéria a 50% (Clso) calculada através de curvas concentragdo-resposta
toxica e expressa como médiaerro padrio da média; PEfeito maximo que é expresso como
média da toxicidade méaximaterro padrdo da média em triplicatas de um experimento
representativo. Os valores de EM foram considerados significativos quando **p < 0.01 e ***p
< 0.001 em relacdo ao grupo DMSO 0,1%.

Segundo Duran et al. (2008), a prépolis € uma importante fonte de
substancias aplicadas na medicina devido as suas atividades farmacoldgicas,
dentre as quais é possivel destacar a atividade leishmanicida.

A Propolis coletada em diferentes regides foi testada e se apresentaram
ativas, no que concerne, a inibicdo do crescimento de formas promastigotas e
amastigotas de diferentes espécies de leishmania. Duran et al. (2008) observou
gue o extrato etandlico da propolis mostrou-se ativo frente a espécies L. tropica
nas concentragdes de 250, 500 e 750 pg/mL, de modo que foi possivel observar
diferencas estatisticas significativas nas contagens de células em relacdo ao
grupo controle (p <0,05), em ensaios in vitro. Nina e colaboradores (2016),
testaram in vitro, frac6es fendlicas de propolis coletada na Bolivia e observaram
eficacia maxima frente ao crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis (Clso=12,1 ug/mL) e L. braziliensis (Clso= 10,9 ug/mL). Machado et
al. (2007), testou in vitro, extratos de propolis coletada em Minas Gerais, frente
L. chagasi e observou reducédo significativa do crescimento de formas

promastigotas (Clso=11,2+0,2). Em ensaios in vivo, Pontin et al. (2008), observou
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o efeito da prépolis coletada na regido norte de Minas Gerais sobre o
desenvolvimento da lesdo utilizando camundongos BALB/c infectados por L.
(Viannia) braziliensis, e observou que no tratamento oral, a prépolis administrada
em doses de 1,5 mg/kg/dia, reduziu de forma significativa a lesado (78,6%;
0,30+0,2) depois de 90 dias de tratamento quando em comparacdo ao grupo
controle (1,4+0,1). Esses mesmos pesquisadores observaram também, que
durante 0 mesmo periodo, o tratamento tépico reduziu a lesdo em 84,3 %
(0,22+0,1), e o tratamento concomitante, oral e topico do extrato, reduziu 90% o
didametro das lesdes. Ao contrario, o tratamento com glucantime reduziu 57,7%
o diametro da les&do, mostrando assim o efeito leishmanicida do extrato de
propolis rico em flavonoides.

A OMS preconiza que o ensaio de substéncias naturais, sintéticas e
semissintética contra formas amastigotas € considerado o experimento padrao-
ouro para a busca de novos compostos terapéuticos para leishmanioses, uma
vez que o parasito se encontra na forma intracelular quiescente, a forma que é

encontrada no hospedeiro mamifero (WHO, 2016).

4. 2. 3. Efeitos leishmanicidas sobre formas amastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi
Os efeitos leishmanicidas de EEtOH, das fracdes FrHex, FrAcEOt,

FrMeOH e dos flavonoides naringenina e isoramnetina sobre formas amastigotas

de L. amazonensis e L. chagasi estao disponiveis na Tabela 8.
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Tabela 8 — Efeitos do EEtOH, das fracbes FrHex, FrACEOt, FrMeOH e dos

isoramnetina sob formas amastigotas de L.

flavonoides naringenina e

amazonensis e L. chagasi.

Tratamento Leishmania amazonensis | Leishmania chagasi
Efeito Efeito
Clso? Maximo Clse? Méaximo
(X+DP)P (X+DP)P
Pentamidine 1,5+1,2 uM 69,2+0,4™ 1,7¢0,5uM | 75,3+2,0™
EEtOH > 100 pg/mL NA > 100 NA
FrHex 1,3+0,1 yg/mL | 60,4+1,4™ > 100 NA
FrAcEOt > 100 pg/mL NA > 100 NA
FrMeOH > 100 pg/mL NA 7,2+0,4 uM 55,2+1,0°
Naringenina 1,9+1,5 uM 63,4+1, 7" 5,1+1,7 uM 67,9+2.4"
Isoramnetina 1,4+0,9 uM 59,4+1,9" 2,4+0,9 uM | 63,4+1,6™

&Concentracgéo inibitéria a 50% (Clso) calculada através de curvas concentragdo-resposta toxica
e expressa como média+erro padrdo da média; ® Efeito maximo que € expresso como média da
toxicidade maximazerro padrdo da média em triplicatas de um experimento representativo. Os
valores de EM foram considerados significativos quando **p < 0.01 e ***p < 0.001 em rela¢éo ao
grupo DMSO 0,1%. Os dados séo apresentados como a médiazerro padréo da média. Os valores
de eficacia foram considerados significativos quando * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,01 em
comparacdo com o grupo DMSO a 0,1%. NA: substancia ndo apresentou atividade letal
significativa para formas promastigotas e amastigotas de L. amazonenses e L. chagasi até a
concentragbes de 10 uM em relagéo ao grupo DMSO.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a fracdo FrACEOt e
os flavonoides naringenina e isormnetina da propolis apresentaram significativos
efeitos sobre formas promastigotas e amastigotas de L. chagasi e L.
amazonensis.

Alguns autores relatam a atividade leishmanicida da propolis frente a
formas amastigotas de diferentes espécies de leishmania. De acordo com Ayres
et al. (2007), o extrato etandlico da prépolis apresentou efeito direto sobre formas
amastigotas de L. amazonensis, até 96 horas, a 25 yg/ml. Os resultados obtidos
por Santana et al. (2014) em ensaios in vitro usando o extrato etandlico e as
fracOes acetato, diclometano e hexano, oriundos de prépolis coletada na Regido
Semiarida do estado do Piaui/Brasil, reduziram significativamente o nimero de
formas amastigotas, quando comparados o numero de amastigotas em
macrofagos tratados e nao tratados.

De acordo com Debiaggi et al. (1990), os flavonoides sdo substancias

abundantemente presentes na propolis e sdo 0s principais compostos bioativos
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destas resinas. Os flavonoides sdo os principais responsaveis pelas atividades
biolégicas da propolis, como antibacteriana, antiprotozoaria, antifingica,
antiviral, dentre outras (BANSKOTA et al., 2001). Neste trabalho os flavonoides
naringenina e isoramnetina, presentes na propolis, foram testados e
apresentaram atividade leishmanicida moderada para formas promastigotas de
L. amazonenes e L. chagasi, resultados condizentes com os obtidos por Greecco
et al. (2012), que testou esses mesmos flavonoides, isolados de Baccharis
retusa, e obteve atividade moderada para formas promastigotas. Tasdemir et al.
(2006) também observaram que os flavonoides isoramnetina (Clso= 3,8 ug/mL)
e narigenina (Clso= 5,0 pug/mL) inibiram o crescimento de formas amastigotas de

L. donovani, em ensaios in vitro e in vivo.

4. 2. 4. Ensaios de extragdo, atividade e inibicdo da atividade do extrato

enzimatico contendo LcToplB.

O estudo do mecanismo de a¢ao de substancias bioativas que compdem
a lista de candidatos a farmacos pode fornecer informacdes importantes sobre
novos alvos bioquimicos (SOARES-BEZERRA et al., 2004). A propolis € utilizada
em ensaios de investigacdo de atividades biologicas, incluindo atividade
leishmanicida; assim como seus modos de acgédo frente a potenciais alvos
guimioterapicos objetivando a inibicdo de vias metabdlicas vitais e especificas
do parasita (BURDOCK, 2008).

Baseado nas metodologias de Jean-Moreno et al. (2006) e Walker e
Saraiva (2004), foi possivel realizar a extracao da enzima topoisomerase de L.
chagasi, com rendimento de 50 pL por extracdo, valor préximo aos obtidos pelos
autores. Por ndo ser comercializada, a extracdo da enzima topoisomerase de
leishmania € uma das formas disponivel para obter a enzima, quer seja para
utilizar o extrato enzimatico, como para obter as enzimas purificadas, a partir de
metodologias de expressio genética e clonagem (GONZALEZ et al., 2007).

Como a metodologia aplicada ndo permitiu o isolamento da enzima, foi
necessario realizar um ensaio de atividade enzimatica, com o objetivo de
confirmar a presenca da ToplB, no extrato enzimatico obtido e determinar a
capacidade da TopIB em relaxar o DNA superenovelado, e assim estabelecer o
conceito de unidade enzimatica (U/uL). Para tanto, foi realizado ensaios de
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diluicdo seriada 1:2 partindo de 20 pL da proteina concentrada, como substrato
da enzima foi utilizado 0,5 pg de plasmideo pBR322 cujo percentual de
superenovelamento era 90%.

Neste estudo foi investigado a acao dos flavonoides naringenina e
isoramnetina frente a enzima topoisomerase IB de leihsmania e humana. Esta
enzima catalisa a mudanca na topologia da molécula de DNA e, quando inibida,
a molécula passa a ocupar grande espa¢o no interior celular e suas
extremidades livres determinam a sintese descontrolada de proteinas,
ocasionando a morte celular (CONSTANTINOU et al., 1995; MITTRA et al.,
2000).

A anadlise do gel de agarose permitiu definir 5 pL de LcToplB como a
qguantidade de enzima necesséria para relaxar completamente 0,5 pg de DNA
superenovelado durante 30 minutos a 37 °C (Figura 33). Como critério geral se
entende que o DNA esta totalmente relaxado quando néo se encontra presente

a banda de DNA correspondente ao DNA superenvovelado (SC).

Figura 33 — Quantificacdo da atividade de LcTopIB para validagdo do extrato
enzimatico em ensaio de relaxamento do DNA superenovelado (plasmideo

pBR322) mediante diluicbes seriadas 1:2.

LcToplB

Concentragéao (uL)

20 10 5 25 125 0,65 DNA

R (DNA relaxado); SC (DNA superenovelado).

Os resultados apresentados nas Figuras 34 e 35 mostram os efeitos da
naringenina e isoramnetina, respectivamente, sob a capacidade de relaxamento
do DNA superenovelado pelas enzimas LcToplB e hToplB em presenca e
auséncia dos flavonoides naringenina e isoramnetina. A reagédo contendo 5 pL
de TopIB e 2 uL de flavonoide na presenca de 0,5 ug de DNA de plasmideo
pBR322 superenovelado, foi monitorada ao longo de 30 minutos de incubacéo a

37 ° C. A naringenina inibiu a atividade de LcTopIB a partir da concentracao de
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25 uM (Clso=1,73%1,0 uM), enquanto a isoramnetina foi capaz de inibir apenas

na concentracao de 100 yM.

Figura 34 — Efeito da naringenina sobre as enzimas LcTopIB e hToplB, utilizando

0 ensaio de relaxamento de DNA superenovelado.

LcToplB hToplB
Concentragao (uM) Concentragdes (UM)
DNA 0 100 50 25 12,5 6,25 3,15 DNA 0 100 50 25 12,5 6,25 3,15

R_ R-
e sC

DNA (plasmideo sem ToplIB); 0 (1 U de TopIB sem inibidor), R (DNA relaxado); SC (DNA superenovelado).

Figura 35 — Efeito da isoramentina sobre as enzimas LcToplB e hTopiB,

utilizando o ensaio de relaxamento de DNA superenovelado.

LcToplB hToplB
Concentragao (uM) Concentragao(pM)
DNA 0 100 50 25 12,5 6,25 3,15 DNA 100 50 12,5 6,25 3,15

DNA (plasmideo sem ToplIB); 0 (1 U de TopIB sem inibidor), R (DNA relaxado); SC (DNA superenovelado).

Das et al. (2006) registaram inibicdo da topoisomerase IB de Leishmania
donovani pelos flavonoides luteolina, quercetina e bacaleina nas concentracfes
de 30 uM, com percentuais de inibicdo similares ao farmaco camptotencina.
Mittra et al. (2000), observaram inibicdo da atividade de Topll de Leishmania
donovani pelos flavonoides quercetina, luteolina, rutina e isoorientina, em
concentracdes variando de 200 a 12,5 pM.

Com o auxilio do software Gel Analyse 2010®, foi possivel calcular

percentual de inibicdo da atividade de LcToplIB pelos flavonoides naringenina e
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isoramnetina e determinar o valor da Clso pelo célculo da curva-dose resposta
(Figura 36), e assim estabelecer a quantidade minina necessaria de substancia
para inibir em 50% a atividade enzimética. Os valores obtidos neste estudo estdo
semelhantes aos obtidos por Das et al. (2006) e Mittra et al. (2000).

Figura 36 — Percentuais de inibicdo da atividade de LcTopIB pelos flavonoides
naringenina e isoramnetina. (A) Analise comparativa dos percentuais de inibi¢cdo
da atividade de LcToplB pelos flavonoides naringenina e isoramnetiva. (B) Curva
dose-resposta da inibicdo da atividade de LcTopolB pelos flavonoides

naringenina para calculo de Clso.
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Para comprovar a inibicdo seletiva dos flavonoides da proépolis frente a
LcToplB, os flavonoides naringenina e isoramnetina foram testados em
diferentes concentragdes (100-3,12 uM) sobre a atividade de relaxamento de
hToplB, conforme apresentado nas figuras 35 e 36. Os resultados apontam que
estes flavonoides ndo foram capazes de inibir a atividade de hToplB, apds o
monitoramento, através de ensaios independentes, ao longo de 30 minutos de
incubacdo a 37 °C, de uma mistura contendo 5 yL de hToplB com 2 pL de
naringenina e isoramnetina na presenca de 0,5 ug de plasmideo pBR322. Os
dados obtidos neste estudo estdo de acordo com os resultados do estudo de
Zhang et al. (2014), que realizando o ensaio de relaxamento do DNA
superenovelado usando plasmideo pBR322, observou que os flavonoides
iIsoramnetina, naringenina, quercetina e kampferol ndo inibiram a atividade da
topoisomerase | de células humanas.

Embora tenha sido encontrado registro de atividade leishmanicida in vitro
e in vivo para os flavonoides naringenina e isoramnetina (TASDEMIR et al.,
2006), ndo foram encontrados estudo que tenha investigado a acédo destes
flavonoides sob a atividade enzimatica de topoisomerase de Leishmania, sendo

os dados registrados neste estudo inéditos.

119



5. Conclusodes

Nos ensaios de atividade leishmanicida frente a formas promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis e L. chagasi a fracdo FrACEOT e os
flavonoides naringenina e isoramnetina apresentaram os melhores
resultados sobre inibicdo de crescimento destas espécies.

Os flavonoides naringenina e isoramnetina quando testados em ensaios
moleculares de inibicdo da atividade enzimatica de TopIB de leishmania,
foram capazes de inibir a partir de 25 yM, para naringenina, e 100 uM
para isoramnetina. Esses mesmos flavonoides néo inibiram a atividade da
enzima homologa humana.

A expressiva atividade inibitoria sob o crescimento de formas amastigotas
de L. amazoneneses e L. chagasi e a capacidade de inibir de forma
seletiva a atividade da enzima topoisomerase IB de leishamania, coloca
os flavonoides naringenina e isoramnetina presentes na propolis coletada
na regido semiarida da Bahia, Brasil, como fontes promissoras para
guimioterapia das leishmanioses.

De modo geral, em virtude da particularidade da prépolis, em relacéo a
sua composicdo quimica, dependente de fatores bibticos e abidticos da
regido aonde é coletada, os resultados obtidos nesse estudo em relacao
a atividade leishmanicida e mecanismo de acdo da propolis coletada na
Bahia, evidenciam que esse produto é uma fonte promitente para o
desenvolvimento de novos farmacos quimioterdpicos para tratar

leishmanioses.
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CAPITULO I

Atividade leishmanicida e avaliagc&o da inibic&o seletiva das
enzimas topoisomerases IB de Leishmania sp. e humana por
alcamidas naturais, sintéticas e modificadas



1. Introducéo

As alcamidas sdo metabolitos secundarios amplamente distribuidos em
plantas, que se formam ao combinar duas diferentes rotas metabdlicas (BAUER,;
REMINGER, 1989). Estas amidas ja foram encontradas em pelo menos 33
familias de plantas, com destaque paras as familias Aristolochiaceae,
Asteraceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Menispermaceae,
Piperaceae, Poaceae, Rutaceae e Solanaceae (RAMIREZ-CHAVEZ et al.,
2004). De acordo com Greger (1984), as alcamidas formam uma classe distinta
de produtos naturais em que diferentes partes de amina sdo combinadas por
uma ligacdo amida com varios acidos graxos insaturados. Embora as alcamidas
tenham diferentes cadeias, a maioria delas contém um conjugado com o grupo
amida substituido com um grupo N-isobutila.

Estruturalmente, as alcamidas contém uma amina alifatica, ciclica ou
aromatica, e uma cadeia saturada ou insaturada de 8 a 18 carbonos, que inclui
ligacdes duplas ou triplas, ou ambas; sua classificacdo € baseada no niumero de
insaturacdes nas cadeias, sendo entdo dividida em alcamidas olefinicas (com
apenas ligacGes duplas) e acetilénicas (com pelo menos uma ligacdo tripla)
(BAUER; REMIGER, 1989; MOLINA-TORRES; CHAVEZ, 2001).

As espécies vegetais produtoras de alcamidas mais importantes s&o:
Heliopsis longipes, a primeira planta de onde se extrairam alcamidas, Acmella
radicans, Echinacea purpurea, Achillea millefoliium, Zanthoxylum piperifum e
Capsicum annum (MULLER-JAKIC et al., 1994; BAUER; REMIGER, 1989).
Caracteristicas como o comprimento de cadeia de carbono, a insaturacao, a
estereoquimica, e os residuos de amina séo tipicos de cada familia e género de
plantas de tal forma que servem como critérios quimiotaxonémicos (Figura 37)
(RIOS, 2012).
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Figura 37 — Alcamidas que ocorrem em diferentes géneros de plantas.
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Fonte: (RIOS-CHAVEZ, In vitro Cell Development Biology of Plants, 2012).

Historicamente o interesse pelas alcamidas deve-se a capacidade anti-
inflamatéria de alguns de seus derivados, usados medicinalmente nos tempos
antigos, particularmente para casos de dor de dente (GREGER, 2015). A
atividade anti-inflamatéria de alcamidas foi relatada por Chen et al. (2005), que
mensurou a inibicdo de acido nitrico (NO) em células RAW?264.7, e observou que
uma mistura de alcamidas, oriundas do género Echninacea, reduziu
significativamente mediadores pro-inflamatoérios. Hou et al. (2011) investigou a
atividade anti-inflamatéria de alcamidas in vivo e observou uma associacao
direta entre efeito protetor na hepatite aguda induzida por LPS/D-GalN
(lipopolisaccharideo amelioratos), em lesdo hepatica e a concentracdo de
alcamidas.

Entretanto, a partir da década de cinquenta outras atividades bioldgicas
das alcamidas comecaram a ser relatada, principalmente a atividade inseticida
(JACOSON, 1951; JACOBSON, 1971; MIYAKADO et al., 1989; MORENO et al.,
2011). Atualmente uma gama de atividades biolégicas é
alcamidas (GREGER et al.,, 2015). Cruz et al. (2014), relataram atividade

antimicrobiana e antifingica de alcamidas isoladas de espécies do género

relatada para as

128



Equinacea, onde células de S. cerevisiae, expostas a diferentes concentracées
de cada uma das sete alcamidas isoladas, exibiram aumento nos numeros de
danos na parede celular e morte, resultados estes significativos quando
comparados ao controle caspofungina, uma droga antifungica lipopeptidica da
nova classe de equinocandinas. A atividade antiparasitaria de alcamidas ja foi
relatada em ensaios frente a Plasmodium falciparum, através da atividade
inibitéria do crescimento parasitario pelas substancias espilantol e acido
isobutilamida undeca-2E-eno-8,10, diindico, isoladas da espécie Spilanthes
acmella (SPELMAN et al., 2011). Althaus e colaboradores (2014) testou a
atividade antiparasitaria de alcamidas isoladas da espécie Achillea ptarmca,
frente a espécies de Trypanossoma brucei e Leishmania donovani e esses
compostos inibiram o crescimento destes parasitas apresentando valores de
concentracdo inibitoria minima de 2,0 ug/mL e 5,96 pg/mL, respectivamente.
Araujo et al. (2016) testaram um analogo de alcamida, isolada da espécie Aniba
riparia, e este analogo apresentou atividade leishmanicida significativa contra
espécies de L. amazonensis (Clso= 81,8 pug/mL).

Embora tenham sido encontrados, na literatura, relatos de atividade
leishmanicida de alcamidas, uma lacuna é observada quanto a exploracédo do
potencial desses compostos como um promitente leishmanicida, em especial no
gue concerne aos seus mecanismos de acgao.

Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo investigar a
atividade leishmanicida de alcamidas naturais, sintéticas e modificadas, frente
as espécies L. amazonensis, L. chagasi e L. infantum iRF70, bem como
investigar a agdo destas substancias sobre a atividade enzimatica de
topoisomeraase IB recombinante de leishmania (LdToplIB) e humana (hTopIB).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Obtencéao de alcamidas

As alcamidas usadas nesta pesquisa foram sintetizadas por Rodrigo
Albuquerque da Costa e Dr. Celso de Amorim Camara, coordenador do
Laboratorio de Sintese de Compostos Bioativos da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE). Uma série de 16 alcamidas (56-69) denominadas de
RAC (Figura 38), foi utilizada em ensaios de atividade citotéxica em células de
mamiferos (Macrofago J774), em ensaios de viabilidade celular frente a formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L. infantum iFR70
e em ensaios de inibicdo da atividade enzimdtica de topoisomerase

recombinante de Leishmania e topoisomerase humana.

Figura 38 — Alcamidas naturais, sintéticas e modificadas utilizadas nos ensaios

biologicos e moleculares com Leishmania sp.
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Para a preparacdo das alcamidas foram realizadas as seguintes reacoes:
() Preparacdo de cloreto de &cidos. (b) Preparacdo das amidas a partir de
cloreto de &cido e amina e (c) Amindlise da feniletilamina com o p-hidroxi-
cinamato de metila. Para a formacao dos haletos de acido, utilizou-se como fonte
de cloreto o SOCIz e como catalizador da reacdo o N,N-dimetilformamida (DMF),
com aquecimento ou ndao das reagcdes. De um modo geral a preparacdo dos
cloretos a partir dos &cidos foi realizada de acordo com a reacao da Figura 39.
ApoOs a sintese dos cloretos de acidos, realizou-se uma reacdo de substituicao
nucleofilica com as feniletilaminas devidamente funcionalizadas, estas com um
par de elétrons livres comportam-se como nucledfilos. O HCI liberado durante a
reacdo foi neutralizado pela utilizacdo de aminas terciarias, como a trietilamina
N(Et)s, formando o sal cloreto de trietilamonio. A mistura reacional ficou com ou
sem aquecimento dependendo da reacéo, e sob agitacdo magnética. Todas as
alcamidas foram obtidas de acordo com a reacdo exemplificada na reacao do
composto prototipo 1, descrito na Figura 40. As alcamidas alquiladas foram
obtidas a partir da alquilagdo daquelas com brometo de prenila e de alila e
carbonato de potassio em acetona. Uma reacdo acido-base acontece
respectivamente entre a hidroxila fendlica e o carbonato de potassio, formando
um sal de potassio. Os produtos das reacdes foram obtidos com os rendimentos
de 67-98%. Todas as substancias foram identificadas por infravermelho,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e 3C, incluindo 2D e

espectrometria de massas.

Figura 39 — Preparacéo dos cloretos a partir dos acidos.

= OH M =30 = Cl

S0CL, DMF

+ S0, + HCl

O planejamento para obtengéo das substancias utilizadas neste trabalho,
foi baseado nas alcamidas N-coumaroiltiramina e N-cafeoiltiramina, isoladas

pela primeira vez no género Solanum (S. palusosum, Solanaceae) (SILVA et al.
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2002). Este planejamento permitiu uma grande diversidade estrutural, através da
adequada funcionalizacdo de diferentes pontos de modificagdo molecular na
estrutura do prototipo (Figura 40), resultando em um mapeamento amplo da

relacd@o estrutural quimica e atividade biologica nesta classe de compostos.

Figura 40 —Reacédo do composto prototipo 1.
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2.2. Ensaios biolégicos e moleculares

Os ensaios in vitro de citotoxicidade em macrofagos J744 e de atividade
leishmanicida em L. amazonensis e L. chagasi, foram realizados no Laboratorio
de Farmacologia e Imunidade (LaFl) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), sob a orientacdo da Dra. Magna Suzana Alexandre Moreira.

Os ensaios de atividade leishmanicida com cepas de L. infantum iFRP 70
e 0s ensaios moleculares com topoisomerase recombinantes de Leishmania e
humana, foram realizados no Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia da
Universidad de Leon (Espanha) sob a orientacdo do Dr. Rafael Balafia-Fouce,
durante a realizacdo do estagio doutoral (Doutorado Sanduiche) pelo Programa

Ciéncia sem Fronteira do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPQ).
2.2.1. Manutencao de macréfagos

Os macréfagos da linhagem J774, obtidos junto ao banco de célula da
UFRJ, foram mantidos em garrafas de cultura contendo 10 mL de meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de SFB e 2 mM de L-glutamina,
aminoéacidos ndo essenciais e piruvato. No momento do uso, as células foram

contadas em Camara de Neubauer e posteriormente semeadas em placas.
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2.2.2. Cultura de parasitos

Formas promastigotas L. amazonensis e L. chagasi
(MCAN/BR/89/BA262), gentilmente cedidas pela Dra. Valéria de Matos Borges
do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz — Fiocruz-BA, foram mantidos in vitro em
meio Schneider’s (Sigma Aldrich), suplementado com 10% de SFB e 2% urina
humana masculina a 27 °C em estufa B.O.D. Quando selecionados para uso, 0s
parasitos foram colocados em tubos tipo Falcon e centrifugados a 3000 rpm
durante 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi resuspenso em meio Schneider’s. Para determinar a concentragéo
de parasitos a ser utilizado nos experimentos, apos a ressuspensao, o pellet foi
transferido para camara de Neubauer e realizada a contagem de parasitos antes
do plagueamento.

2.2.3. Ensaio de determinacao da viabilidade celular em macrofago

A viabilidade celular de macréfagos frente as substancias RAC 1-16, foi
realizada através do método de reducdo de MTT, conforme a metodologia
descrita por Hussain et al. (1993). Macréfagos da linhagem J744 foram
plagueados em placas de 96 poc¢os, numa concentracdo de 1x10° macréfagos
por poco, e mantidos em repouso por 1 hora. Transcorridos este periodo, 0s
macrofagos foram expostos a diferentes concentracdes das substancias (0,1; 1;
10; 100 e pM) diluidas em meio RPMI, e incubados em estufa a 37 °C com
atmosfera umida contendo 5% de CO:2 por um periodo de 48 horas. Como
controles, macrofagos foram cultivados em pogcos contendo apenas meio de
cultura e em pocos contendo apenas DMSO 0,1%, com organizacéo similar aos
ensaios com propolis (Figura 27).

Apoés as 48 horas de incubacéo, o sobrenadante foi descartado e em
seguida foi adicionado 100 pL da solugdo de MTT (5 mg/10 mL). As placas foram
novamente incubadas por 1 hora sob as mesmas condi¢bes da incubacédo
anterior, e em seguida o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL de
DMSO 0,1%. Os ensaios foram realizados em triplicatas e a leitura das placas
foi realizada em espectrofotometro a 550 nm. A viabilidade celular das culturas
de macroéfagos tratadas com as substancias foi comparada ao padrdo de morte
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obtido nas culturas controle. Para calcular a Clsofoi utilizada a formula: Resposta
=100 + (-100) / 1+10X-LogCIS0),

2.2.4. Ensaio de atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi

O efeito das substancias RAC 1-16 sobre formas promastigotas de L.
amazonensis e L. chagasi foi realizado pelo método de redugdo de MTT,
conforme a metodologia de Moraes et al. (2014). Formas promastigotas foram
cultivadas em placas de 96 pocos contendo meio RPMI suplementado com 10%
SBF, 2 mM de L-glutamina e 2% de urina humana, na concentragdo de 1x10°
células por poco. Diferentes concentra¢des das alcamidas (0,1; 1; 10 e 100 uM)
e do farmaco padrao (Pentamidina) foram adicionados aos pog¢os até o volume
final de 200 pL. Para controle de crescimento basal foram usados meio de cultura
livre de substancias e meio de cultura contendo o solvente utilizado na
solubilizacdo das substancias (DMSO 0,1%). As placas foram incubadas em
estufa B.O.D a 27 °C por 48 horas. Ap0s o periodo de incubagé&o, o sobrenadante
foi descartado e em seguida foi adicionado 20 pL de solucdo de MTT (2 mg/mL).
As placas foram incubadas por 2 horas em estufa a 37 °C e a 5% de CO..
Transcorrido o periodo de incubacdo, apds o descarte do sobrenadante, foi
adicionado 120 pL de Isopropanol. As placas foram mantidas em repouso por 1
hora em temperatura ambiente. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a
550 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os dados obtidos foram

expressos como a média * desvio (XxDP).

2.2.5. Ensaio de atividade leishmanicida sobre formas amastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi.

Para a obtenc&o de formas amastigotas de L. amazonensis e L. chagasi,
macroéfagos da linhagem J774 foram plagueados, na proporcédo de 3x10° células
por poco, em placas de 24 pocos com laminulas e com meio RPMI suplementado
e incubados em B.O.D a 27 °C. Os macroéfagos foram infectados com formas
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, numa proporgéo de 10 parasitos:
1 macroéfago.
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As placas contendo macréfagos e L. amazonensis foram incubadas por 1
hora em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 5% de COz2; enquanto as
placas contendo macréfagos e L. chagasi foram incubadas por 6 horas sob as
mesmas condi¢bes. Transcorrido os referidos intervalos de tempo, o0s
macrofagos foram “lavados” com PBS com pH 7,2, para remocéao dos parasitos
nao interiorizados; em seguida, foram cultivados em meio RPMI suplementado
com 10% SBF, 2 mM de L-glutamina, 2 mM de aminoacidos néo essenciais e 2
mM de piruvato, na presenca dos compostos em diferentes concentragdes (0,1;
1; 10; 100 pM) e na presenca de DMSO 0,1%, e meio de cultura livres de
substancias. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera iumida
contendo 5% de CO: por 48 horas. ApOs esse periodo, 0s pogos contendo as
laminulas foram lavados com PBS, as células foram fixadas com metanol e em
seguida coradas com Giemsa-May-Grunswald e montadas sobre laminas. Os
ensaios foram realizados em duplicatas e a avaliacdo do nimero de macrofagos
infectados e o numero de amastigotas em 100 macrofagos foi feita com auxilio
de microscopio 6ptico com objetiva de imersdo (100X), conforme a metodologia
de Nunes et al. (2005).

2.3. Ensaios de atividade leishmanicida sobre formas promastigotas e
amastigotas de L. infantum marcada com a proteina infravermelho
fluorescente (iFRP70)

As cepas de L. infantum iFRP70 foram desenvolvidas no Laboratério de
Farmacologia e Toxicologia da Universidade de Ledén pela Dra. Rosa Maria
Regueira e equipe (Calvo-Alvarez et al., 2015) e gentilmente cedidas para a

realizacdo desta pesquisa.

2.3.1. Manutencdao de parasitos

Para manutencao dos parasitos, um cultivo de 10 mL em fase logaritmica
com 30x10° de formas promastigotas/mL foi submetido a centrifugacdo de 1,6 g
durante 10 minutos. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio M199

suplementado com 10% de DMSO, 5% de SFB em auséncia de tampao hepes
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e antibiético. Uma concentracgdo de 108 células/mL foi transferida para crio tubos
e congeladas em Nz liquido até sua utilizagéo.

Quando recrutadas para 0s ensaios, as formas promastigotas, foram
ressuspensas em 10 mL de meio M199 e submetidas a centrifugacdo de 1600 g
por 10 minutos. O pellet de células foi ressuspenso em meio M199 suplementado
com 10% de SFB (v/v), 100 U de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. O
cultivo celular foi incubado a 26 °C e sua manutencdao foi realizada a cada trés

dias.

2.3.2 Ensaio de atividade leishmanicida sobre formas promastigotas de L.
infantum iFRP70.

Para investigar o efeito leishmanicida das substancias RAC 1-16 foram
utilizadas promastigotas em fase exponencial de L. infantum iFRP70 cultivadas
em uma concentracdo de 10° células/mL. Em placas de 96 pocos negras de
fundo transparentes, foram adicionados 100 pL de cultivo celular e 100 pL de
substancia, em concentracdes variando de 100 — 0,09 pg/mL, em cada poco.
Como controle negativo foi utilizado DMSO 0,1% e como controle positivo foi
utilizado o farmaco padrao Anfotericina B (20 mM). As células também foram
expostas ao farmaco padrdo em concentracfes iguais as das substancias
tratamentos (100 — 0,09 pM). Os ensaios foram realizados em duplicatas (Figura
41-A). A placa foi incubada a 26 °C e a leitura do sinal infravermelho, presente
unicamente nas células viaveis, foi avaliado entre os intervalos de 0 — 48 horas,

através do equipamento de captacédo de imagem ODYSSEY® (Figura 41-B).
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Figura 41 —Distribuicdo das substancias RAC e dos controles, em placas de 96
pocos negras para realizacdo do ensaio atividade leishmanicidas sobre formas
promastigotas de L. Infantum iRFP70 (A) e dispositivo para captacdo de imagem
ODYSSEY® (B).

Agua MIQ
Controles

HE Controles
B Agua MIIQ

2.3.3 Ensaio de atividade leishmanicida sobre formas amastigotas de L.
infantum iIFRP70.

Para a realizagdo deste ensaio foram usados camundongos BALB/c de 8
a 10 semanas de idade, adquiridos junto ao Harlan Laboratérios Ibérica e foram
seguidos todos o0s protocolos necessarios para experimentos com animais,
conforme o parecer do comité de ética da Universidade de Ledn (Anexo 1).

Os animais foram sacrificados por deslocamento de cervical e os bacos
foram extraidos em condi¢cdes assépticas. Em seguida, os bacos foram
dilacerados e suavemente passados por uma tamise de 100 um (Fisherbrand®)
para obtencdo de uma suspenséao celular, a qual foi lavada com tampé&o PBS e
centrifugada a 500g durante 15 minutos a 4 °C. Os esplendcitos recuperados
foram ressuspensos em meio RPMI suplementado com SFB a 10% (v/v). A
contagem de células foi realizada em camara de Neubauer (TIUMAN et al.,
2005). Em seguida, 6x10° células/pogo foram semeadas em placas de 96 pocos,
as quais foram mantidas a 37 °C e uma atmosfera de 5% de CO:2 durante todo

experimento.
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Para avaliar a atividade leishmanicida das substédncias RAC sobre as
formas amastigotas, forma utilizadas placas negras de fundo transparente com
384 pocos (Figura 42). Em cada poco foi adicionado 40 pL do extrato celular de
esplendcitos infectados com L. infantum iFRP70, e 40 puL de cada tratamento,
em concentracdes variando de 100-0,1 uM, com trés repeticbes para cada
tratamento. A placa foi incubada a 37 °C e as leituras do sinal infravermelho
foram realizadas entre os intervalos de 0 — 48 horas, em ODYSSEY®.

Anfotericina B, na concentragao de 20 mM, foi utilizada como controle positivo.

Figura 42 — Imagem de uma placa de 384 pocos registrada pelo dispositivo
ODYSSEY®
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2.4. Ensaios moleculares com as enzimas topoisomerases recombinates

de Leishmania donovani e humana

2.4.1. Amplificagdo das proteinas topoisomerase recombinante de L.
donovani (sequéncias LdTopIBL e LdTopIBS) e topoisomerase humana

(sequéncia hTopl)

O grupo de pesquisa da Universidade de Ledn possui em seu banco de
plasmideo, o plasmideo pESC-Ura GAL, que esta especificamente desenhado
para expressao de genes eucariotos em Saccharomyces cerevisae. Deste modo
foi possivel obter na plasmideoteca do INTOXI-LEON, os plasmideo pESC-Ura
GAL com as sequéncias LdTopIBL e LdTopIBS (Figura 43-A) e com a sequéncia
hTopl (Figura 43-B). Esses plasmideos foram utilizados nos processos de
amplificacdo para obtencdo das enzimas recombinantes LdTopIB e hTopl em

larga escala.
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Figura 43 — Plasmideo pESC-Ura com a inser¢cao das subunidades LdTopL e
LdTopS (A) e subunidade hTopl (B)
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O processo de amplificacéo aplicado para obtencédo das enzimas LdTopIB
e hTopl, foi o mesmo, sendo a principal diferenca o tipo de cepa de S. ceravisae
utilizada para expresséao final, onde a cepa S. ceravisae EKY3 foi utilizada para
expressar LdTopIB e a cepa S. ceravisae MBY3 foi utilizada para expressar
hTopl. Todos os ensaios realizados para obtencdo das topoisomerases de
leishmania e humana, foram realizados de forma independente.

A amplificagdo das sequéncias de topoisomerases desejadas, foi
realizada através do Processo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
usando o termociclador MasterCicle gradient de Eppendof programado para
realizar 20 ciclos de amplificacdo a 72 °C por 10 minutos, realizando 1 minuto de
desnaturalizacdo a 95 °C, 1 minuto de hibridizacdo a 66 °C e 1 minuto de
elongacéo a 72 °C.

Para iniciar o processo de amplificacdo foi preparada uma solugao
contendo 20 ng de plasmideo pESC-Ura, 120 ng de oligonucleotideos (primers
especificos para reconhecimento das subunidades e iniciadores do processo de
amplificacéo) e 0,1 MM de uma mistura contendo nucleotideos, 5 pL de tampé&o
10X para polimerase e 1 pL de enzima polimerase. Ao final da PCR as
sequéncias amplificadas foram submetidas aos processos de confirmacado e
extracao.

Para confirmar a amplificacdo, 2 pL de tampéo de parada foi adicionado
na solucao resultante da PCR, e esta foi submetida a uma eletroforese em gel
de agarose 0,7% (p/v) por 16 h a 400 V em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE 1X).

Transcorrido esse intervalo de tempo, o gel de agarose foi revelado com 10 pL
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de Brometo de Etideo (EtBr) e fotografado para identificacdo das bandas
representativas das sequéncias de LdTopIB e hTopl

Apés a identificacdo das bandas representativas das sequéncias de
LdTopIB e hTopl, essas foram cortadas e submetidas a um processo de
extracdo. Para isso foi utilizado o kit comercial QIAquick™ Gel Extraction Kit
(Qiagen) (Figura 44-A), cuja metodologia é baseada na ligacdo seletiva das
bandas representativas das sequéncias desejadas a uma membrana de silica
gel que preenche uma micro-coluna. A adsorgcéao das sequéncias, na membrana
de silica gel, é realizada em presenca de uma alta concentracdo de sais. O
processo seguinte foi realizado conforme recomendacdo do fabricante. Para
isso, foram utilizados os tampdes que compdem o kit de extracdo, esses
tampdes foram adicionados nessa microcoluna e a medida que passavam pela
silica gel eliminavam as impurezas; e por fim, as sequencias de LdTopIB e hTopl
foram desprendidas da silica utilizando 50 pL de uma solucéo de Tris-HCI 10 mM
pH 8,0 (Figura 44-B).

Figura 44 — Kit QIAquick™ para extracdo de DNA. (A) embalagem do Gel
Extraction Kit. (B) Sequencia do método de extracdo de DNA, conforme

recomendacéao do fabricante.

7= 0=0=7

Gel Solubilizado Ligagao Lavagem Eluigao LdTopL e LdTopS

Fonte: (PRADA et al., PlosOne, v.8, 2013c).

Apos a purificacdo das sequéncias, foi realizada a etapa de digestdo, com

0 objetivo de promover a insercao dessas sequéncias nos vetores apropriados.
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A ligacdo dos fragmentos amplificados foi realizada inicialmente no vetor
intermediario (Escherichia coli) e depois no vetor final a levedura EKY3 (para
LdToplB) e MBY3 (para hTopl). Uma mistura contendo E. coli, fragmentos
amplificados, tampéao e agua Mili-Q foi incubada em estufa bacteriolégica por 16
horas a 16 °C, apo0s esse periodo a mistura foi cultivada em placas de Petri
contendo meio LB, essas placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, para
crescimento bacteriano. Transcorrido o periodo de 24 horas, a ligacdo dos
fragmentos das sequéncias no plasmideo intermediério, foi confirmada através
coloracdo apresentada pelas colbnias bacterianas crescidas. Deste modo, a
ligacao foi confirmada pela coloracdo branca das col6nias; enquanto a auséncia

de ligacéao foi confirmada pela coloracdo azul (Figura 45).

Figura 45— Modo de confirmacao da ligacdo dos fragmentos das sequéncias de
TopIB recombinantes no plasmideo intermediario (E. Coli). Colénias com
coloracao branca correspondem a insercao positiva; colénias com coloracao azul

correspondem a insergao negativa.

Fonte: (PRADA et al., PlosOne, v.8, 2013c).

Uma vez confirmada a ligagdo dos fragmentos sequenciais no vetor
intermediarios, as colénias com coloracdo branca, foram submetidas a um
processo de digestédo, conforme as condi¢cdes descritas anteriormente para esse
processo. As sequéncias digeridas foram confirmadas através de gel de agarose
e purificadas com auxilio do kit comercial QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen).

Uma vez purificada essas sequéncias foram colocadas em contato com o vetor
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final EKY3 para (LdTopIB) e MBY3 (para hTopl), através de uma mistura com
100 ng de fragmentos, 30 pL de levedura, 8 UL de esperma de salméo e 130 pL
de uma mistura contendo 8 mL de PEG 50%, 1 mL TE 10X e 1 mL de LIOAc
10X; e submetida a uma temperatura de 42 °C por 15 minutos. ApOs esse
periodo a mistura foi semeada em placas de Petri contendo meio SCUra- e
incubada a 30 °C por 48 horas para promover o crescimento da levedura. Através
de um gel de agarose foi feita a confirmacéao das inser¢cdes dos fragmentos nas
leveduras e por fim as leveduras com os insertos foram submetidas a um

processo de purificagéo.

2.4.2. Sobre-expressao e purificagcdo da enzima TopIB

Apds a confirmacéo das inser¢des dos fragmentos de LdTopIB e hTopl,
nas respectivas leveduras, as colbnias crescidas em placas contendo meio
SCuUra-, foram coletadas e transferidas para um Erlenmeyer de 50 mL contendo
10 mL de meio liquido SCUra- suplementado com glucose 2%. O pré-inoculo foi
incubado a 30 °C O/N a 150 rpm. Transcorrido esse periodo, 8 mL desse pré-
inoculo foram retirados e transferidos para um Erlenmeyer de 500 mL contendo
meio Ura- suplementado com glucose 2% e incubado a 37 °C a 150 rpm. A partir
de entdo, a cada 2 horas foi realizada a medida da densidade 6ptica do indculo,
guando a densidade 6ptica chegou a 0,8 foi adicionado 50 mL de galactose, para
induzir o crescimento da levedura, e ap6s 12 horas de incubacéo a 37 °C e 150
rpm, foi realizada a obtencdo do extrato de levedura. Para isso, o indculo foi
submetido a uma centrifugagcéo de 4000 rpm por 20 minutos a 4 °C. O pellet foi
ressuspenso em tampéo TEEG 1X 0,2 KCI suplementado com PMSF (100 pM)
e DTT (10 uM) e submetido a centrifugacao sob as mesmas condicbes descritas
anteriormente. ApOs esse processo 0 sobrenadante foi descartado e o pellet
contendo a levedura expressando as sequéncias de LdToplB e hTopl foi
submetido ao processo de purificacdo mediante um sistema de cromatografia
liqguida em coluna preenchida pela resina Heparina Sepharose 6 Fast Flow (GE
Healthcare®), para obtencéo das topoisomerase de leishmania e humana (Figura
46).

Para realizar a purificacdo o pellet foi ressupenso em 10 mL de tampéao
TEEG 1X 0,2 KCL suplementado com PMSF e DTT e foi acrescido 5 ml de bolas
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de vidro (GLASS BEAD, BioSpect), em seguida foi realizado um ciclo de lise
celular de 30 min, no qual cada minuto foi alternado em 30 s de agitacdo em
vortex e 30 s de repouso em gelo. Ao final do ciclo de lise, a mistura foi submetida
a centrifugacdo de 10.000 rpm durante 30 minutos a -4 °C.

Antes de iniciar o processo de purificacdo, a coluna foi equilibrada
inicialmente com 10 mL do tampdo TEEG 1X 1KCI suplementado com PMSF
(100 uM) e DTT (10 uM), seguido de 20 mL de TEEG 1X 0,2 KCIl e 10 mL de
TEEG 1X 0,4 KClI, suplementados com PMSF e DTT.

Figura 46 — Coluna cromatogragica preenchida com a resina Heparina
Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare®), usada para purificacdo de ToplB

recombinante.

Fonte: autora (2016).

Uma vez equilibrada a coluna, o extrato de levedura obtido a partir do
sobrenadante, foi suplementado com PMSF e DTT, a mistura foi filtrada,
inicialmente em filtro de 0,65 um e depois em filtro de 0,45 um, aproximadamente
15 mL do filtrado foi adicionado na coluna para purificagao.

O processo de purificagdo das enzimas recombinante é realizado a partir
de uma cromatografia por afinidade, no qual o extrato de levedura contendo a
enzima recombinante fica retido na resina heparina sepharose, cujo

desprendimento acontece de acordo com a ordem descrita: apés a filtracao, os
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15 mL de extrato de levedura sédo adicionados na coluna e submetido a eluicdo
por forca gravitacional. Quando completada a eluicdo do extrato de levedura, 10
mL de tamp&o TEEG 1X 0,2M KCI foi adicionado na coluna, com objetivo de
arrastar todas as proteinas presentes na amostra. Em seguida, foi adicionado 4
mL de tampao 0,4 M KCI, usado para arrastar as endonucleases (enzimas de
restricdo que cortam o DNA). Por fim, se 0 a coluna continha extrato de levedura
com expressao de LdToplB, foi adicionado 10 mL de tampéo TEEG 1X 0,6 KCI
suplementado com DTT e PMSF, e o material eluido foi coletado em Eppendorff,
sendo coletado 1 mL por Eppendorff, totalizando ao final 10 fracdes de LdTopIB.
Se a coluna continha extrato de levedura com expressdao de hTopl, foi
adicionado 10 mL de tampé&o TEEG 1X 0,8 KCI suplementado com DTT e PMSF,
e o0 material eluido foi coletado em Eppendorff, totalizando ao final 10 fragBes de
hTopl.

2.4.3. Avaliacdo da atividade enzimatica das topoisomerases
recombinantes LdToplB e hTopl para confirmagdo de purificacdo da

enzima.

Para confirmar a purificacdo das enzimas LdTopIB e hTopl, foi realizado
um ensaio para verificar a atividade enzimética nas fragbes oriundas da
purificacdo.

O ensaio de determinacao da atividade de ToplIB foi realizado de acordo
com a metodologia descrita por Prada et al. (2013a). Inicialmente foi preparada
uma mistura, com volume final de 20 pL, a qual foi chamada de MIX e continha
2 L de tampéo TOP10X, 0,5 pg de DNA superenovelado circular (pSK), 12,5 de
H20 MIIi-Q. A esta mistura foram adicionados 5 puL de enzima purificada. A
reacao foi incubada durante 30 minutos a 37 °C. Apos esse periodo a reacao foi
parada com 4 pL de tampao de parada. As reacOes foram realizadas de forma
independente para cada enzima recombinante (LdTopIB e hTopl) e para cada
fracdo purificada. Como controle foi utilizado uma mistura com 15 pL de Mix e
5uL de tampéo TEEG 1x 0,6 M KCI. Apés o periodo de incubacéo, as misturas
foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v), preparada
em 200 mL de tampéo TBE 1X. A eletroforese foi realizada a 25 V durante 16
horas. O gel foi revelado com EtBr (0,5 pg/100 mL), para obtencao de imagens
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digitais usando um sistema de aquisicdo de imagens com transluminador de luz

ultravioleta integrado (Sistema G-BOX, Syngene, UK).

2.4.4. Quantificacdo das atividades enzimaticas das topoisomerases

recombinantes LdTopIB e hTopl.

A partir dos resultados obtidos no ensaio de atividade da enzima
topoisomerase recombinante, as fracdes consideradas positivas para a presencga
de topoisomerase foram submetidas ao ensaio de quantificacdo da enzima. Para
isso, inicialmente cada fracdo positiva, foi diluida na proporcdo 1:3, sendo
realizada até quatro diluices. Separadamente, em eppendoffs de 2 mL, foram
misturados 5 pL de cada diluigdo com 15 pL de MIX; além de 5 pL da fracdo
positiva sem dilui. As misturas foram submetidas a incubacéo por 30 minutos a
37 °C. Em seguida, as reacfes foram paradas como 4 pL de tampéao de parada
e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% a 25 V durante 16 horas. A
revelacdo do gel foi feita como 10 pL de EtBr e a imagem obtida a partir do
sistema G-BOX. Este ensaio € realizado para determinar a unidade enziméatica

(1U) que sera utilizada nos ensaios de inibicao.

2.4.5. Inibicdo das atividades das enzimas topoisomerases recombinantes
LdTopIB e hTop1.

Para comprovar o possivel efeito inibitorio das substancias RAC sobre a
atividade de relaxamento da ToplB foram realizados ensaios a uma
concentracgéo fixa (100 uM) em tempos diferentes (1, 5 e 30 minutos) e ensaios
de concentractes diferentes (100 - 50 - 25-12,5 - 6,25 — 3,15 pM) a um tempo
fixo, dependente do resultado do ensaio a uma concentracao fixa. Para realizar
estes ensaios, 5 UL de LdToplB ou hTop1 foi misturado com e 2 L de substéancia
a ser testada a uma concentracao fixa de 100 pM. A mistura foi incubada em
gelo por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado 2 pyL de tampao TOP10X, 0,5
Hg de DNA pSK e 10,5 pL de H20 MIIi-Q (Vf = 20 pL). As reagbes foram
incubadas a 37 °C em intervalos de tempo de 1, 5 e 30 minutos. Ao término de
cada intervalo de tempo, 4 uL de tampéo de parada foi adicionado e as reacdes
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% a 25 V durante 16

148



horas. A revelacao do gel foi feita como 10 pL de EtBr e a imagem obtida a partir
do sistema G-BOX.

Com os resultados do ensaio de concentracdo fixa dependentes de
diferentes intervalos de tempo, foi investigada a inibicdo da atividade de TopIB
guando tratadas com diferentes concentracfes das substancias RAC. Para isso,
as reacoes foram preparadas com 2 pL de tampédo TOP10X, 0,5 ug de DNA pSK,
10,5 pL de H20 MIIi-Q, 5 pL de LdTopIB ou hTopl e 2 pyL de substancia em
concentracdes decrescentes de de 100 — 3,15 pM. Por fim, o gel foi revelado

conforme as condi¢cdes descritas anteriormente.

2.4.6. Formacado de complexos de clivagem pelas substancias RAC nas

enzimas recombinantes LdToplB.

Para detectar a formacdo de complexo de clivagem foi utilizado como
substrato o plasmideo circular superenovelado psK. Inicialmente foram
realizadas reagcbes a concentracdo fixa em diferentes intervalos de tempos.
Assim, 2 uL de substéancia a ser testada a uma concentracao fixa de 100 uM foi
incubada em gelo por 15 minutos com 5 pL de LdTopIB. Em seguida foi
adicionado 2 pL de tampédo TOP10X, 0,5 ug de DNA pSK, 3,0 uL de tampéo
TEEG 1X 0,6 M KClI e 10, 5 pL de H20 Mili-Q. A mistura foi incubada a 37 °C a
2, 4, 8, 16 e 30 minutos. ApGs o periodo de incubacgdo a reagdo foi parada com
a adicao de 4 pL de SDS 2,5%. Em seguida, 1 pL de proteinase K foi adicionada
a mistura e esta foi incubada a 37 °C por 2 horas. Transcorrido esse tempo 25
UL de fenol-cloroférmio foi adicionado, para limpar a amostra, e em seguida as
reacOes foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm. Apés a centrifugacdo
18 uL da mistura foi retirado e misturado com 4 pL de tampao de parada. As
reacdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao
TBE 1X suplementado com EtBr (40 pg/uL). A eletroforese foi realizada a 25 V
durante 16 horas. A revelagao do gel foi feita como 10 pL de EtBr e a imagem
obtida a partir do sistema G-BOX.

Apoés a determinacdo do tempo de formacdo do complexo de clivagem
para cada substancia, foi investigada a formacdo de CL em diferentes
concentracdes e a um tempo fixo. Deste modo, 2 L de substéncia a ser testada
nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,15 uM foi misturada com 5 pL
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de 1 U de LdTopIB e incubada por 15 minutos em gelo. Apds o periodo de
incubacao adicionado 2 pL de tampao TOP 10X, 0,5 ug de DNA pSK, 3,0 uL de
tampédo TEEG 1X 0,6 M KCl e 10, 5 pL de H20 Mili-Q. A mistura foi incubada a
37 °C por 30 minutos. Os procedimentos seguintes foram realizados como

descrito no paragrafo anterior.

2.5. Andlise estatistica

O efeito leishmanicida das substancias RAC foi determinado como a
concentracdo necessaria para reduzi a viabilidade celular a 50% do controle
negativo (Clso). Para determinar os niveis de significancia entre 0s grupos
experimentais e o controle, foram realizados os testes estatisticos de analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste Dunnett, com o auxilio dos softwares
GraphPad Prism versdo 5.0. Os valores foram considerados significativos
quando p < 0,05 comparando ao grupo controle. Os ensaios foram realizados em
triplicatas. As bandas do gel que representavam o DNA superenovelado foram
analizadas usando o software GeneSnap/SynGene® para determinar o
percentual de inibicdo. Os valores percentuais de cada banda foram utilizados
para calcular a concentracdo necessaria para produzir 50% de inibicdo da
atividade da LdTopIB (Clso) utilizando o software estatistico SigmaPlot versao
11.3 (Systat Software INC, UK).
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3. Resultados e Discussao

3.3.1. Efeito da viabilidade celular em macrofago

Apoés 48 horas de incubacéo, das 16 substancias RAC testadas, apenas

trés: RAC2, RAC6 e RAC13 apresentaram efeitos deletérios sobre os

macrofagos J774, com citotoxicidade maxima de 52,10+1,0%, 54,61+0,9% e

50,00+0,0%, respectivamente (Tabela 9). As demais substancias testadas nao

foram toxicas para estas células. A pentamidina afetou a viabilidade dos

macrofagos J774, como evidenciado pelo ensaio de MTT, e apresentou

citotoxicidade maxima de 92,6+0,9% e CLs0=1,33+0,3 uM.

Tabela 9 — Efeito das substancias RAC 1-16 sobre a viabilidade celular de

macrofagos da linhagem J774 no ensaio de MTT apos 48 horas.

Substancias CLso? Citotoxicidade | Citotoxicidade
Maxima (%) 10 uM (%)°
Pentamidina 1,33+0,3 uM 92,65+0,9*** NT
RAC 1 > 100 NT NT
RAC 2 1,03+ 0,1 uM 52,10 + 1,0%** NT
RAC 3 > 100 NT NT
RAC 4 > 100 NT NT
RAC S5 > 100 T NT
RAC 6 1,80+0,2 pM 54,61+0,9*** NT
RAC 7 > 100 NT NT
RAC 8 > 100 NT NT
RAC 9 > 100 NT NT
RAC 10 > 100 NT NT
RAC 11 > 100 NT NT
RAC 12 > 100 NT NT
RAC 13 1,00+0,0 pM 50,00+0,0*** 19,6+1,0***
RAC 14 > 100 NT NT
RAC 15 > 100 NT NT
RAC 16 > 100 NT NT

Os resultados referem-se a: *Concentragdo Letal a 50% dos macréfagos (CLsy) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. "Média + erro padrdo da média da citoxicidade maxima em triplicatas de um
experimento representativo. °“Média + erro padrdo da média da citoxicidade na concentragdo de 10 pM em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando *p <
0,05, **p < 0,01 e *** P<0,001 em relagéo ao grupo DMSO 0,1%; NT: substancia ndo apresenta atividade letal
significantiva para os macréfagos nas concentragdes de 100 e 10 uM em relagédo ao grupo DMSO.

As alcamidas s&o consideradas uma classe distinta de produtos naturais

formados por acidos alifaticos de cadeia linear, na maior parte insaturados com
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varias aminas por uma ligacdo amida. O crescente interesse nestes compostos
se deve aos diversos tipos de atividades biologicas que possui, de modo que
este tipo de molécula pode apresentar respostas notaveis em células receptoras,
tendo demonstrado eficacia como compostos medicinais (WU et al., 2008).
Pesquisas relatam a auséncia de toxicidade de alcamidas frente a
macrofagos, como por exemplo, a pesquisa de Cabanillas e colaboradores
(2010) que observaram toxicidade moderada de alcamidas isoladas de Piper
sanguineispicum em macrofagos; e a pesquisa de Sahi et al. (2012), que
observaram baixa toxicidade de alcamidas isoladas de Piper longum frente a
macrofagos da linhagem J774A1. Neste trabalho os dados obtidos apontam que
as alcamidas testadas, com excecao das RAC2, RAC6 e RACS3, nao afetaram a
viabilidade celular de macrofagos J774, ndo sendo, portanto, toxicas para células

de mamiferos.

3.3.2. Efeitos leishmanicidas sobre formas promastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi.

Os resultados dos efeitos leishmanicidas das RAC 1-16 sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis foram registrados na Tabela 10; enquanto os
efeitos sobre as formas promastigotas de L. chagasi foram registrados na Tabela
11. Todas as substéancias testadas foram ativas em formas promastigotas de L.
amazonensis e L. chagasi quando comparadas a pentamidina.

Os efeitos leishmanicidas de alcamidas ja foram registrado por Althaus et
al. (2014), que testaram alcamidas isoladas de Achillea ptarmica (Asteraceae)
sobre formas promastigotas de L. donovani e observaram efeito leishmanicida
moderado das substéncias pellitorine (Cls0=5,96+0,16), 8,9-Z-Dehidropellitorine
(Cls0=5,01+£0,12) e 2,4-undecadieno-8,10-dindico acidos isobutilamida
(Cl50=8,87+1,33); e por Garcia-Chavez et al. (2004), que relataram atividade
leishmanicida de alcamidas, isoladas de espécies do género Heliopsis sp., frente
a diferentes espécies de Leishmania.
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Tabela 10 — Efeitos das substéncias RAC 1-16 sobre a viabilidade de formas

promastigotas de L. amazonensis ap0s 48 horas de tratamento.

L. amazonensis
Substancias Efeito Maximo Efeito
Clso (UM)? (%)P (10 uM)©
Pentamidina 2,7+0,9 98,0+0,2%** 83,6+2,0%**
RAC 1 0,6+0,3 88,8+0,3*** 81,8+0,6***
RAC 2 0,4+0,1 77,6+£0,9%** 65,3+0,2%**
RAC 3 0,4+0,0 78,2+0,8*** 68,5+0,8***
RAC 4 0,6+0,5 66,8+1,1*** 64,1+1,3***
RAC 5 0,3+0,1 86,1+0,1*** 86,1+0,1***
RAC 6 0,4+0,3 81,242, 7*** 74,50,3***
RAC 7 0,2+0,1 86,1+0,1*** 85,3+2,0%**
RAC 8 4,2+0,5 63,6+1,0%** 58,8+1,3***
RAC 9 2,4+0,1 73,31£1,0%** 71,2+0,1%**
RAC 10 4,2+0,9 74,0+0,8*** 74,0+0,8***
RAC 11 3,810,5 62,9+1,0%** 60,540, 2%
RAC 12 5,1+1,2 54,2+1,0** 53,1+0,2**
RAC 13 0,7+0,1 97,2+1,0%** 86,5+1,0**
RAC 14 1,0+0,2 63,2+2,0%** 54,8+1,0**
RAC 15 5,4+1,7 55,0+2,0** 52,0+1,0**
RAC 16 5,9+0,5 53,6+1,0** 53,6+1,0**

Os resultados referem-se a: 2Concentracao inibitéria a 50% das formas promastigotas (Clso) calculada
através de curvas concentragdo-resposta téxica e expressa como médiaterro padrdo da média; *Efeito
méximo (EM) que é expresso como média da toxicidade méaxima + erro padrdo da média em triplicatas de
um experimento representativo. “Média + erro padrdo da média da citoxicidade na concentragdo de 10 uM em
triplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando *p
< 0,05, **p < 0,01 e *** P<0,001 em relagdo ao grupo DMSO 0,1%; NA: substancia ndo apresenta atividade letal
significativa para promastigotas de L. amazonensis nas concentrages de 100 e 10 yM em relagéo ao grupo DMSO.
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Tabela 11— Efeitos das substéncias RAC 1-16 sobre a viabilidade de formas

promastigotas de L. chagasi apds 48 horas de tratamento.

L. chagasi
Substéancias Efeito Maximo (%) Efeito
Clso (uM) (10 pM))
Pentamidina 2,1+0,9 89,7+1,0%** 80,2+2,0%**
RAC 1 3,540,2 83,7+0,3*** 76,1+0,6***
RAC 2 3,740,5 80,8+2,6*** 63,7+1,0%**
RAC 3 1,4+1.1 77,5+1,1%* 69,2+1,8***
RAC 4 3,1+0,5 86,5+0,9*** 85,3+0,5%**
RAC 5 2,840,1 71,9+0,8*** 70,7+1,0%**
RAC 6 5,5+1,0 56,4+0,7** 56,4+0,7**
RAC 7 6,3+0,4 53,8+,2,0** 53,8+2,0**
RAC 8 2,7+0,5 89,3+0,8*** 74,5+1,0%**
RAC 9 6,9+0,1 57,8+1,2** 51,4+1,0**
RAC 10 7,4+0,5 68,3+2,0** 53,3+1,2**
RAC 11 9,6+1,7 51,6+1,3** 51,6+1,3**
RAC 12 3,4+1,2 80,1+1,0*** 68,7+2,0%**
RAC 13 3,0£0,7 88,3+1,6*** 75,5£0,5***
RAC 14 2,940,3 76,04£2,0%** 59,2+0,6***
RAC 15 4,2+1.,4 91,7£1,9%** 68,1+1,0%**
RAC 16 6,7+0,5 56,3+1,0** 56,3+1,0**

Os resultados referem-se a: 2Concentragdo inibitéria a 50% das formas promastigotas (Clso) calculada
através de curvas concentracdo-resposta toxica e expressa como médiaterro padrdo da média; "Efeito
maximo (EM) que é expresso como média da toxicidade maxima + erro padrao da média em triplicatas de
um experimento representativo. “Média + erro padrdo da média da citoxicidade na concentragcdo de 10 UM em
triplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando *p
< 0,05, **p < 0,01 e *** P<0,001 em relagdo ao grupo DMSO 0,1%; NA: substancia ndo apresenta atividade letal
significativa para promastigotas de L. chagasi nas concentragdes de 100 e 10 uM em relagédo ao grupo DMSO.
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3.3.3. Efeitos leishmanicidas sobre formas amastigotas de L. amazonensis

e L. chagasi.

Os resultados dos efeitos leishmanicidas das RAC 1-16 sobre as formas
amastigotas de L. amazonensis foram registrados na Tabela 12. Os resultados
dos efeitos leishmanicidas das RAC 1- 16 sobre as formas amastigotas de L.

chagasi foram registrados na Tabela 13.

Tabela 12 — Efeitos das substdncias RAC 1-16 sobre a viabilidade de formas

amastigotas de L. amazonensis apos 48 horas de tratamento.

L. amazonensis
Substancias
Clso (UM)?2 Efeito Maximo (%)

Pentamidina 1,5+1,2 69,2+0,4***

RAC 1 >100 NA
RAC 2 6,0+0,5 57,1+1,9%**

RAC 3 >100 NA
RAC 4 0,9+0,5 67,4+1,0%**
RAC 5 1,0+0,5 61,5+0,5***
RAC 6 1,4+0,5 64,7+0,5%**
RAC 7 1,2+0,5 60,4+0,3***
RAC 8 1,610,1 60,9+0,3***
RAC 9 2,9+0,8 59,0+1,0%**
RAC 10 2,2+0,8 57,1+0,6***
RAC 11 3,2+1,0 57,3+1,2%**
RAC 12 3,4+1,0 58,1+1,2***
RAC 13 2,2+1,0 58,3+1,2***
RAC 14 1,4+0,1 65,5+0,5%**

RAC 15 >100 NA
RAC 16 1,4+0,8 64,7+1,0%**

Os resultados referem-se a: 2Concentragéao inibitéria a 50% de formas amastigotas (Clso) calculada através
de curvas concentragdo-resposta toxica e expressa como médiaterro padrdo da média; PEfeito maximo
(EM) que é expresso como média da citotoxicidade maxima + erro padrdo da média em triplicatas de um
experimento representativo. Os valores de EM foram considerados significativos quando ***p < 0,01 em
relacdo ao grupo DMSO 0,1%. NA: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para formas
amastigotas de L. amazonensis até a maxima concentragdo de 10 uM em relag&o ao grupo DMSO.
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Tabela 13 — Efeitos das substdncias RAC 1-16 sobre a viabilidade de formas

amastigotas de L. chagasi apos 48 horas de tratamento.

L. chagasi
Substancias
Clso (UM) Efeito Maximo (%)
Pentamidina 3,8+0,5 71,6+0,8***
RAC 1 >100 NA
RAC 2 4,1+0,9 54,3+3,0%**
RAC 3 >100 NA
RAC 4 9,3+ 0,5 51,2+2,0%**
RAC 5 9,0+1,3 60,0+1,5%**
RAC 6 >100 NA
RAC 7 >100 NA
RAC 8 2,3+0,5 69,8+1,0%**
RAC 9 4,8+ 0,1 64,6+0,9***
RAC 10 >100 NA
RAC 11 >100 NA
RAC 12 2,5+0,5 69,3+0,4***
RAC 13 6,9+0,5 61,3+1,6***
RAC 14 >100 NA
RAC 15 >100 NA
RAC 16 6,7+0,5 59,9+1,0%**

Os resultados referem-se a: 2Concentragao inibitéria a 50% de formas amastigotas (Clso) calculada através
de curvas concentragdo-resposta toxica e expressa como médiaterro padrdo da média; PEfeito maximo
(EM) que é expresso como média da citotoxicidade méxima + erro padrdo da média em triplicatas de um
experimento representativo. Os valores de EM foram considerados significativos quando ***p < 0,01 em
relacdo ao grupo DMSO 0,1%. NA: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para formas
amastigotas de L. chagasi até a maxima concentra¢éo de 10 UM em relagéo ao grupo DMSO.

Os resultados obtidos apontam que as alcamidas usadas neste trabalho
apresentaram efeitos leishmanicidas significativos sobre as espécies L.
amazonensis e L. chagasi, com destaque para os efeitos sobre as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. De modo geral, as substancias
RAC apresentaram atividade leishmanicida mais eficiente para a espécie L.
amazonensis, e atividade moderada para a espécie L. chagasi; havendo,
inclusive registro de atividade para a espécie L. amazonensis e auséncia de
atividade para a espécie L. chagasi, nos ensaios de viabilidade para formas
amastigotas, como foi o caso de RAC6, RAC7, RAC10, RAC11, RAC14.
Segundo Wilson e Pearson (1990), as diferentes espécies do
género Leishmania produzem grande variedade de manifestacdes clinicas que
dependem da interag&o entre a resposta imune do hospedeiro vertebrado e da

invasividade, tropismo e patogenicidade deste parasita; o0 que
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conseguentemente permite aos farmacos e drogas atuarem de forma diferente
frente as diferentes espécies de Leishmania (LAINSON, 2010).

As alcamidas testadas foram desenhadas como analogos do farmaco
pentamidina, de modo que é possivel observar percentuais de inibicdo do
crescimento de formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L.
chagasi muito proximos aos resultados obtidos nos ensaios com o farmaco, por
exemplo, RAC14 com 65,5% nos ensaios frente a formas amastigotas de L.
amazonensis, enquanto a pentamidina apresentou 69,2%; e a RAC 12 com
69,3% nos ensaios com L. chagasi, enquanto a pentamidina apresentou 71,6%.

Algumas alcamidas foram testadas frente a formas amastigotas de
leishmania, o estudo de Althaus et al. (2014), relata a atividade de pellitorina e
8,9-Z-Dehidropellitorine frente a formas amastigotas de L. donovani. H& poucos
relatos da atividade leishmanicida de alcamidas, mas os registros de atividades
biolégicas, particularmente atividade antiparasitaria, frente a Plasmodium
falciparum (ROSS et al., 2005), Trypanossoma brucei e Typanossoma cruzi
(ALTHAUS et al., 2014), aponta as substancias desse grupo como um potencial
a ser explorado.

A presenca da amina nas substancias RAC sugere que a atividade
leishmanicida exercida por essas substancias pode ser atribuida a esse grupo,
Estudos como os de Carrara et al. (2013) mostraram que as amidas N-[7-(3’,4'-
methylenedioxyphenyl)-2(2),4(2)-heptadienoyl]  pyrrolidine e  N-[7-(3",4'-
methylenedioxyphenyl)- 2(E),4(E)-heptadienoyl]pyrrolidine, foram ativas frente a
formas amastigotas de L. amazonensis, com valores de Clso= 20,5 uM e Clso=
14,5 uM, respectivamente, valores significativos quando comparados ao farmaco
Pentamidina. Barea et al. (2013) testaram amidas derivadas de quinoxalina 1,4-
di-N-oxido e observaram que um derivado de ciclo-hexilo (Clso=2,5 uM) mostrou
a melhor atividade contra L. amazonensis e um derivado de 3-cloropropilo
(Cls0=0,7 uM) contra L. infantum. Bodiwala et al. (2007), registraram a atividade
leishmanicida da amida poplartine, isolada de Piper retrofractum, em ensaios in
vitro e in vivo com L. donovani.

Quando se faz uma analise considerando a relacdo estrutura-atividade das
substancias testadas, € possivel observar que a mudanca do radical € muito
relevante para o efeito leishmanicida exercido. Tomando como exemplo as RAC
9 e RAC12 observa-se que o efeito maximo, em 10 puM, da RAC 9 aumentou
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para 59,0% em relacdo a um RAC12 (58,3%) sobre formas amastigotas de L.
amazonensis; enquanto o efeito da RAC 12 aumentou para 71,3%, em relacao

a RAC 9 (64,6%) sobre formas amastigotas de L. chagasi (Tabela 14).

Tabela 14 — Diferencas no efeito leishmanicida exercido pelas substancias RAC9
e RAC13 sobre formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L.

chagasi.

L. amazonensis L. chagasi

Substancias Promastigotas Amastigotas | Promastigotas Amastigotas

Clso (MM) EM (%)° Clso (MM) EM (%)* | Clso (M) EM (%) Clso (MM) EM (%)*

@AJ\ 2,401 71,2+0,1 2,9+0,8 59,1+1,0 | 6,9+1,0 51,4+1,2 4,8+0,1 64,6+0,9
N

A

Q 51+0,5 53,1+0,2 3,4+1,0 58,1+1,2 | 3,4+1,2 68,7+2,0 2,5+0,5 71,3+0,4

RAC12

8Média + erro padrdo da média da citoxicidade na concentracdo de 10 pM em triplicatas de um experimento
representativo.

3.3.4. Efeitos leishmanicidas sobre formas promastigotas e amastigotas de
L. infantum iFRP70

A substancias RAC também foram testadas frente a formas promastigotas
de L. infantum marcada com a proteina infravermelha iRFP70, em ensaios in
vitro; e em formas amastigotas em ensaios ex vivo. Os resultados destes ensaios
estdo disponiveis na Tabela 15.

As estirpes florescentes de L. infantum possuem a propriedade de sobre-
expressar a proteina iRFP, essas cepas sofreram uma manipulacdo genémica
gue nao afetam a taxa de crescimento dos parasitas, quando comparadas com

promastigotas do tipo selvagem, entretanto, as estirpes florescentes
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desenvolvem mecanismo de defesa mais eficientes, o que gera uma maior
resisténcia a substancias e/ou farmacos leishmanicidas, e como consequéncia,
aumenta a sensibilidade dos ensaios de investigacdo de moléculas bioativas
(CALVO-ALVAREZ et al., 2015).

Tabela 15 - Efeito das substancias RAC 1-16 e da Anfotericina B sobre a
viabilidade de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum apés
48 horas de tratamento.

L. infatum iFR70

Substancias Promastigotas Amastigotas
Clso? EM (%+DP)° Clso? EM (%+DP)°

Anfotericina 0,9+0,2 uM 92,4+1,2* 0,8+0,1 uM 91,6+1,0*
RAC 1 >100 NA >100 NA
RAC 2 >100 NA >100 NA
RAC 3 7,8+1,0 uM 62,1+1,0* >100 NA
RAC 4 1,7+0,3 uM 79,4+1,0* 5,0£0,5 uM 63,0+1,0*
RAC 5 6,9+1,5 uM 59,6+1,1* 8,0+£0,5 uM 53,0+0,8*
RAC 6 >100 NA >100 NA
RAC 7 36,1+1,0 uM 69,6+1,2* 56,2+1,0 uM 79,8+0,5*
RAC 8 3,0+0,5 uM 59,6+1,1* 18,8+0,2 uM 62,0+1,2*
RAC 9 13,4+2,0 uM 61,6+1,0* 21,0+1,0 uM 71,6+1,0*
RAC 10 >100 NA >100 NA
RAC 11 >100 NA >100 NA
RAC 12 25,3+2,0 uM 51,3+0,5* 13,4+1,8 uM 64,6+1,5*
RAC 13 19,3+1,3 uM 64,8+2,0* >100 NA
RAC 14 >100 NA >100 NA
RAC 15 >100 NA >100 NA
RAC 16 18,6+0,5 uM 64,6+1,0* 19,6+1,0 uM 66,2+1,5*

Os resultados referem-se a: @Concentracao inibitéria a 50% (Clso) calculada através de curvas concentragio-
resposta toxica e expressa como médiaterro padrdo da média; PEfeito maximo que é expresso como média
da toxicidade na concentracdo de 10 uM em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de EM
foram considerados significativos quando *p < 0,05 em relagdo ao grupo DMSO 0,1%. NA: substancia ndo
apresentou atividade letal significativa para promastigotas de L. infantum na concentracdo méaxima de 100
UM em relagdo ao grupo DMSO.

De acordo com Noyes (1998), com a evolugéo das espécies de leishmania
no Velho Mundo, foi possivel observar o surgimento dos parasitas visceros
tropicos L. (L.) donovani e L. (L.) infantum; concomitantemente, a evolucdo deste
mesmo parasita no Novo Mundo, produzindo o parasita viscero tropico L.
chagasi. Diante de estudos taxonémicos, foi possivel classificar essas duas

espécies em um s6 complexo taxénomico, que recebeu o nome de Complexo
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Leishmania donovani, no qual se enquandram como espécies Unicas Leishmania
donovani Laveran & Mesnil, e Leishmania infantum Nicolle, com ocorréncias no
Velho Mundo; e Leishmania chagasi Cunha & Chagas, com ocorréncia no Novo
Mundo (LAINSON, 2010).

Neste estudo, quando se faz uma andlise comparativa dos resultados do
efeito leishmanicida das RAC1-16 nos ensaios realizados com as espécies L.
chagasi e L. infatum iIFRP70, € possivel observar atividade moderada das
substancias para ambas espécies, como valores de Clso e efeitos maximo,
menos efetivos para L. infatum iFRP70, o que pode ser justificado pela maior
resisténcia das cepas iIFRP70, em virtude da manipulacdo gendmica, como
afirma Calvo-Avarez e colaboradores (2015).

Todos os resultados de atividade leishmanicida in vitro obtidos para as
RAC 1-16 apontam essas substancias como promissoras para tratamento das
leishmanioses. Diante desses resultados, um passo inicial para uma
comprovacao efetiva, foi realizado com o objetivo de investigar o mecanismo de
acao dessas substancias, e para isso foi testada a acédo destas sobre a atividade
da enzima LdTopIB. Segundo Balafia-Fouce et al. (2014), a LdTopIB é um alvo
promissor para o desenvolvimento de drogas leishmanicidas devido a duas
razdes principais: (i) a enzima tem uma expressao aumentada durante o ciclo de
divisdo celular e, especialmente (ii) LdToplIB é estruturalmente diferente da do

hospedeiro mamifero.

3.3.5. Sobre-expressao e purificacdo da enzima ToplB.

Para sobre-expressar a LdTopIB foi usada uma porc¢éo digerida de DNA
com o0 sequenciamento do gene LdToplL que foi clonado sob o controle do
promotor GAL 1 e o gene LdToplS que foi clonado sob o controle do promotor
GAL 10; como resultado foi construido o vetor pESCURA-LdTopIL-LdToplS, que
recebeu o nome de pESC-wt. O resultado da expressdo dos genes LdToplIL e
LdToplS, por PCR, usando como molde o DNA gendomico procedente de
promastigotas de L. donovani e pESC-URA como vetor de expressdao em
levedura EKY3, esta apresentado na Figura 47-A. O vetor pESC-URA também
foi utilizado para expressar a enzima correspondente em mamiferos (hTopl) em
leveduras MBY3 (Figura 47-B).
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Figura 47 — Clonagem dos genes LdToplL e LdToplS e hTopl. (A) Gel de agarose
mostrando os tamanhos obtidos para os produtos da digestdo do vetor pESC-wt
com os pares de enzimas BamHI/Xhol e Notl/Spel, correspondentes aos genes
LdToplL e LdToplS. (B) Gel de agarose mostrando os tamanhos obtidos para os
produtos da digestdo do vetor pESC-URA com o par correspondente ao gene
hTopl.
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A estrutura da ToplB de Leishmania spp. foi descrita por Villa e
colaboradores (2003) e consiste em uma enzima funcional que possui duas
subunidades de diferentes tamanhos: (a) LdToplL, denominada de subunidade
“‘large” (larga), com 636 aminoacidos, massa molecular tedrica de 73 kDa e
situado no cromossomo 34; e (b) LdToplS, denominada de subunidade “small”
(pequena), com 262 aminoacidos, massa molecular teérica de 28 kDa e situada
no cromossoma 4 de L. donovani. De acordo com Alvares et al. (2015), essas
subunidades se dobram e se associam ao citoplasma permitindo a formacao do
heterodimero com atividade ToplB.

Uma vez comprovado que os extratos das leveduras EKY 3 transformadas
com o vetor pESC-wt sobreexpressavam os dois genes de LdTopIB; e que os
extratos de leveduras MBY 3 sobreexpressavam os genes de hTopl, foi realizada
a purificacdo para comprovacdo das fracbes mais ativas em ensaios de
relaxamento de DNA superenovelado. Para LdTopIB as fracdes 3, 4, 5 e 6 foram
as mais ativas (Figura 48-A) e para hTopl as mais ativas foram as fragdes 3 — 8
(Figura 48-B).
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Figura 48 — Comprovacao da purificacdo das enzimas LdToplB e hTopl
expressas em leveduras S. cerevisae EKY3 e S. cerevesae MBY3,
respectivamente. (A) Fracbes mais ativas de LdToplB nos ensaios de
relaxamento de DNA superenovelado. (B) Fracbes mais ativas de hTopl nos

ensaios de relaxamento de DNA superenovelado.

A

SC (DNA superenovelado); 1-10 (frac8es purificadas).

Com o objetivo de valorar a atividade de relaxamento da ToplIB purificada,
e assim estabelecer o conceito de Unidade enzimética (U/uL), foi realizado o
ensaio de quantificacdo. Como critério geral se entende que o DNA esti
totalmente relaxado quando ndo se encontra presente no gel de agarose a banda
correspondente ao DNA superenovelado. A partir dessa informacdo se
estabelece a quantidade de enzima necesséria (U/pL) para promover o
relaxamento do DNA superenovelado.

A Figura 49 mostra o resultado do ensaio de quantificagdo das fracdes
ativas, oriundas do ensaio de purificacdo, diluida na proporcédo 1/3 partindo de
0,5 pg da enzima concentrada. A partir do resultado foi possivel normalizar todos

0s ensaios realizados com as diferentes ToplB recombinantes.
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Figura 49 — Quantificacdo da atividade de relaxamento do DNA superenovelado

mediante diluicbes seriadas 1/3.

Diluicdes seriadas 1/3

Topoisdmeros

7]
@

1 2 3 4 5 6
R: DNA relaxado; SC: DNA superenovelado.

3.3.6. Inibicdo das atividades das enzimas topoisomerases recombinantes
LdTopIB e hTopl.

Estabelecida a unidade enzimatica (1U), foram realizados os ensaios para
investigar os efeitos das RAC 1-16 sob a atividade da ToplB, através da
capacidade enzimatica em relaxar o DNA superenovelado. Os resultados do
ensaio em funcdo do tempo, utilizando uma concentragéao fixa (100 uM), serviu,
num primeiro momento, para comprovar se as substancias eram capazes de
inibir a atividade de LdTopIB (Figura 50) e hTopl (Figura 51).

Figura 50 — Inibicdo da atividade de LdToplB, mediante relaxamento do DNA
superenovelado, pelas substancias RAC 1-16 em presenca de 1U de LdTopIB
incubada com 100 uM de cada substancia e 0,5 pug de plasmideo psK em
diferentes tempos (5, 10 e 30 minutos) a 37 °C. (A) RAC 1 — 4; (B) RAC 5 -8;
(C) RAC 9 — 12; (D) RAC 13 — 16.

Controle RAC 1 RAC?2 RAC3 RACA4
DNA 1° 5 30° 1° 5° 30° 1> 5° 30’

163



Controle RACS RAC 6 RAC 7 RAC 8
DNA 1° 5° 30°

Controle RACO9 RAC 10 RAC 11 RAC 12
DNA 1 5° 30° i i & 57 = 0= 5y

Controle RAC 13 RAC 14 RACI15 RAC16
DNA IF 5 30" 1° 5 30 17 5 30 I & 30 1* 5 30

SC

DNA (plasmideo psK + DMSO 0,1%); Controle (1 U LdTopIB + plasmideo psK + TOP10X); R (DNA
relaxado); SC (DNA superenovelado).
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Figura 51 — Inibicdo da atividade de hTopl mediante relaxamento do DNA
superenovelado, pelas substancias RAC 1-16 em presenca de 1U de LdTopIB
incubada com 100 pM de cada substancia e 0,5 pg de plasmideo psK em
diferentes tempos (5, 10 e 30 minutos) a 37 °C. (A) RAC 1 - 4; (B) RAC 5 -8;
(C) RAC 9-12; (D) RAC 13 - 16.

A
Controle RAC 1 RAC2 RAC3 RAC4

DA 10 5 300 1" 530" 1" 3 30° 1 35 300 1" 5 BO

Controle RACS RACG6 RAC7 RACS8
DNA I 5 30 1™ § 300 1* 5 30° 1* 5 30" I° 5 3°

Controle RAC9 RAC 10 RAC 11 RAC 12
DNA 1° 5° 30° 1° 5° 30° I 5 300 17 5 300 17 5 30

Controle RAC 13 RAC 14 RAC 15 RAC 16
DNA 1° 5" 30°

SC

DNA (plasmideo psk + DMSO 0,1%); Controle (1 U LdTopIB + plasmideo psK + TOP10X); R (DNA
relaxado); SC (DNA superenovelado); R (DNA relaxado); SC (DNA superenovelado).
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Considerando os critérios de inibicdo de atividade da topoisomerase
proposto por Tejeria et al. (2016), os resultados de inibicdo de LdToplB em
funcdo do tempo, apontam que as RAC4, RAC8, RACY9, RAC12, RAC13 e
RAC16 inibiram totalmente a atividade enzimatica; enquanto as demais
substancias apresentaram inibicdo similar ao controle sem enzima, em todos ou

algum dos intervalos de tempo testados (Tabela 16).

Tabela 16 — Atividades inibidoras comparativas das substancias RAC sobre
LdTopIB e hTopIB em fungcao do tempo?.

LdToplIB hTopl
Substéancias Tempo (min) Tempo (min)
1 5 30 1 5 30
RAC 1 ++ ++ + - - -
RAC 2 ++ ++ + - - -
RAC 3 ++ ++ + + + -
RAC 4 +++ +++ +++ - - -
RAC 5 +++ +++ ++ + R .
RAC 6 + + + - - -
RAC 7 ++ +++ +++ - - -
RAC 8 +++ +++ +++ - - -
RAC 9 +++ +++ +++ - - -
RAC 10 +++ - - - - -
RAC 11 +++ +++ +++ - - -
RAC 12 +++ +++ +++ - - -
RAC 13 ++ +++ +++ ++ - .
RAC 14 ++ ++ ++ + - .
RAC 15 ++ ++ ++ ++ + +
RAC 16 +++ ++ ++ - - -
Controle - - - - - -

2100 uM da substancia foi pré-incubada com a enzima por 15 minutos, em seguida foi adicionado 0,5 pg de DNA
superenovelado. Para o ensaio em fungdo do tempo a inibicdo de TopIB foi expressa de forma semiqualitativa de acordo
com o critério: +++ inibigdo total; ++ inibigdo similar ao controle sem enzima: - ndo inibido (Tejeria et al., 2016). °Nos
ensaios com LdTopIB as reacdes dos controles foram realizadas com 0,5 pg de DNA superenovelado sem a presenga
da enzima topoisomerase e sem inibidor. °Nos ensaios com hToplIB as rea¢des dos controles foram realizadas com 0,5
pg de DNA superenovelado, 5 pug de hTopIB e 2 ug do inibidor camptotecina.
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Embora das substancias testadas apenas seis delas tenham apresentado

inibicdo total da atividade de LdToplIB, é importante ressaltar que todas as

substancias testadas foram capazes de inibir a atividade enzimética. Em virtude

disso, foi realizado o ensaio de inibicdo da atividade de LdTopIB e hTopl em

funcdo da concentracdo das substancias, com tempo de incubacdo conforme

estabelecido no ensaio de tempo (Tabela 17).

Tabela 17 — Atividades inibidoras comparativas das substancias RAC sobre

LdTopIB e hToplB em fungao da concentragao?.

Substancias

LdTopIB
Concentracéo (LM)

hTopll
Concentracéo (LM)

100 50 25 125 6,25 3,25 |100 50 25 125 6,25 3,25
RAC 1 - - - - - - - - - - - ;
RAC 2 - - - - - - - - - - - -

RAC 3 - - - - - - nfa nfa n/a nla nfa nla
RAC 4 +++  +++ - - - - - - - -

RAC 5 +++ - - - - - na n/a nla nla n/a nla
RAC 6 - - - - - - - - - - - -
RAC 7 + + + + + + - - - - - -
RAC 8 +++ +++ + + - - - - - - -
RAC 9 ++ +H+H+ - - - - - - - -
RAC 10 - - - - - - - - - - - -
RAC 11 +++ +++ - - - - - - - - - -
RAC 12 +++ +++ ++ - - - - - - - - -
RAC 13 +++ +++  +++ -+ - - ++ - - - - -
RAC 14 - - - - - - - - - - - i
RAC 15 +++ - - - - - nfa n/a n/a nla nfa nla
RAC 16 ++ - - - - - - - -
Controle +++ - - - - - +4++ - - - - .

2100-0,1 pM da substancia foi pré-incubada com a enzima por 15 minutos, em seguida foi adicionado 0,5 pg de DNA
superenovelado. Para o ensaio em fungé@o da concentracao a inibicdo de TopIB foi expressa de forma semiqualitativa de
acordo com o critério: +++ inibi¢&o total; ++ inibicdo similar ao controle sem enzima: - ndo inibido (Tejeria et al., 2016).
®Nos ensaios com LdTopIB as reacdes dos controles foram realizadas com 0,5 pg de DNA superenovelado sem a
presencga da enzima topoisomerase e sem inibidor. °Nos ensaios com hTopIB as reacdes dos controles foram realizadas

com 0,5 pg de DNA superenovelado, 5 pg de hToplB e 2 pg do inibidor camptotecina.
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O ensaio de inibicdo da atividade de LdTopIB confirmou a acao inibitéria
seletiva de algumas alcamidas testadas frente a atividade enzimatica de
LdTopIB, especialmente a excelente capacidade inibitéria das RAC4, RACS,
RAC9, RAC12, RAC13 e RAC 16 (Figura 52). Estas mesmas substancias nao

afetaram a atividade da hTopl.

Figura 52 — Inibigcdo da atividade de LdTopIB e hTopl mediante relaxamento do
DNA superenovelado, pelas substancias RAC4, RAC8, RAC9, RAC12, RAC13
e RAC16. em presenca de 1U de LdTopIB incubada com diferentes
concentracfes de cada substancia e 0,5 pug de plasmideo psK em diferentes
tempos a 37 °C. (A) RAC4; (B) RACS; (C) RACY; (D) RAC12; (E) RAC13 e (F)
RACI16.

A
LdTopIB hTopIB
Concentracdo (uM) Concentragao (uM)

DNA 0 100 50 25 125 6.253.15 DNA CPT 100 50 25 12,5 6.25 3,15

Concentragdo (uM) Concentracio (uM)
100 50 25 12,5 6.25 3.15 DNACPT 100 50 25 12,5 6,25 3,15

DNA 0

R
SC
LdTopIB hToplB
Concentragdo (uM) Concentragio (uM)
DNA O 100 50 25 125 6,25 3,15 DNA CPT 100 50 25 125 6.25 3.15
R
SC
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LdToplB hTopIB

Concentracao (uM) Concentracao (uM)

DNA 0 100 50 25 12,5 6,25 3,15 DNA CPT 100 50 25 12,5 6.25 3.15

E
LdToplB hTopIB
Concentracio (uM) Concentragdo (uM)
DNA 0 100 50 25 12,5 6,25 3.15 DNA CPT 100 50 25 12,5 6.25 3,15

LdTopIB hTopIB

Concentracao (uM) Concentracao (uM)

DNA 0 100 50 25 12,5 6.25 3,15 DNACPT100 50 25 12,5 6,25 3,15

SC

DNA (plasmideo psK + DMSO 0,1%); 0 — 100 uM (plasmideo + 1U topIB + substancias); CPT (plasmideo
psK + camptotecina); R (DNA relaxado); SC (DNA superenovelado)

A partir do ensaio de inibicdo da atividade de LdTopIB e hTopl foi possivel
calcular os percentuais de inibicdo e determinar a concentracao inibitoria minima
(Clso), das substancias que apresentaram inibicdo enzimatica total, para tanto,
foram consideradas as bandas de gel representativas do DNA superenovelado
(Figura 53).
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Figura 53 — Curva-dose resposta e determinacdo da concentracao inibitoria
minima (Clso) do efeito inibitorio das RAC4, RAC8, RAC9, RAC12, RAC13 e
RAC16 sob a atividade da LdToplIB. (A) RAC4; (B) RACS; (C) RACY9; (D) RAC12;
(E) RAC13; (F) RAC16.

A

Inhitition of LdT oplB-mediated DNA relaxation (%)

Inhibition of LdToplB-mediated DNA relaxation (%)

Inhibition of Ld | oplb-mediated DNA relaxation (%)

Concentrations (uM)

CIso= 12.1+10.0

10 100
Concentrations (UM)

1000

.

ClIso= 11.0£0.9

10 100 1000

Concentrations (uM)

Inhibition of LdToplB-mediated DNA relaxation (%)

Inhibtion of LdTopIB-mediated DNA relaxation (%)

o B & 8 8 8 B

]

Inhibition of LdToplB-mediated DNA relaxation (%)

Clso= 20.3=4.0

10 100

1000
Concentrations (uM)

ClIso= 26.0+0.1

10

100 1000

Concentrations (uM)

Clso= 13.1=2.4

000

Concentrations (uM )

Segundo Nitiss et al. (2012), a topoisomerase | relaxa o DNA

superenovelado na auséncia de um co-fator de energia, permitindo a rotacéo da

dupla hélice do DNA. Para isso, a TopIB corta uma das fitas de DNA, formando

com a molécula de DNA uma ligacdo fosfodiester covalente entre a tirosina
catalitica e a extremidade 3’ terminal (DEXHEIMER; POMMIER, 2008).

A ligacdo entre a ToplB e o DNA forma o chamado complexo de

clivagem (CL), que uma vez formado permite com que a extremidade 5 OH-

terminal fique livre e assim possa realizar sua rotagdo em torno da cadeia de
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DNA, promovendo o relaxamento do DNA superenovelado, que uma vez
relaxado induz a quebra do CL, deixando a ToplB livre para fazer o religamento
das fitas do DNA (HOWARD et al., 1994; DEXHEIMER; POMMIER, 2008).

Uma das formas de investigar a eficiéncia de um inibidor de
topoisomerase é avaliar a sua capacidade de manter a estabilidade dos
complexos de clivagem, que uma vez estabilizado impede a ToplIB de realizar o
religamento das fitas de DNA, como consequéncia havera acumulo de DNA
superenovelado e, por fim morte celular (HOWARD et al. 1994). Um exemplo de
inibidor que garante a estabilidade do CL é o farmaco camptotecina, essa droga
se une de forma irreversivel ao CL (PRADA et al. 2013b).

3.3.7. Deteccéo da formacéo de complexos de clivagem pelas substéncias
RAC nas enzimas recombinantes LdTopIB.

Neste estudo foi investigada a capacidade das substancias que
apresentaram inibicdo total da atividade de LdTopIB em manter a estabilidade
dos complexos de clivagem, o ensaio foi realizado a uma concentragao fixa (100

1uM) em diferentes intervalos de tempo (Figura 54)

Figura 54 — Deteccdo de complexos de clivagem (CL) em presenca de um
plasmideo superenovelado (psK) sob a atividade catalitica da LdTopIB pelas
substancias RAC4, RAC8, RACY9, RAC12, RAC13 e RAC16, comparando ao
efeito do farmaco camptotecina. (A) RAC4; (B) RACS; (C) RAC9; (D) RAC12; (E)
RAC13 e (F) RAC16.

A
Controle - Controle + RAC4

Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

DNA 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30 2 -+ 8 16 30
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Controle - Controle + RACS8

Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
DNA 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30

Controle - CPL RAC9
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
DNA 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30
¢
SC
R
Controle - Controle + RAC 12
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
DNA 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30
C
sC
R
Controle - Controle + RAC 13
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
DNA 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30
C
SC
R
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Controle - Controle + RAC 16
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
DNA 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30 2 4 8 16 30

C

SC
R

DNA (plasmideo psK + DMSO 0,1%); Controle — (plasmideo psK + LdTopIB sem inibidor); Controle +
(plasmideo + Camptotecina [100 uM]); C (DNA cortado); SC (DNA superenovelado) R (DNA relaxado).

A andlise dos géis de agarose com o0s complexos de clivagem,
demostraram que das substancias testadas apenas a RAC13 ndo manteve a
estabilidade do CL. As demais substancias mantiveram a estabilidade do CL até
30 minutos. Diante dos resultados obtidos no ensaio de detec¢édo de CL a uma
concentracao fixa, foi realizado o ensaio de deteccdao de CL em diferentes
concentracfes, com as substancias em que houve registro de estabilidade de
CL (Figura 55).

Figura 55 — Deteccdo de complexos de clivagem (CL) em presenca de um
plasmideo superenovelado (psK) sob a atividade catalitica da LdTopIB pelas
substancias RAC4, RAC8, RAC9, RAC12, e RAC16, em diferentes
concentragbes, em 30 minutos a 37 °C, comparando ao efeito do farmaco
camptotecina. (A) RAC4 e RACS; (B) RAC9 e RAC12 e (C) RAC16.

A
C+ RAC4 RAC 8

Tempo

(min) Concentracdo (uM) Concentracdo (uM)

2 4 100 50 25 125 6.253.12100 50 25 12.5 6.253.12
C
SC
R
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C+ RACY9 RAC 12
T(e;:;) Concentracdo (uM) Concentracao (uM)

DNA C- 2 4 100 50 25 12,5 6,253,12100 50 25 12,5 6,253,12

SC

C
c+ RAC 16
T(Zlﬁ)o Concentracio (uM)

100 50 25 125 625 3.12

SC
R

DNA (plasmideo psK + DMSO 0,1%); Controle — (plasmideo psK + LdTopIB sem inibidor); Controle +
(plasmideo + Camptotecina [100 uM]); C (DNA cortado); SC (DNA superenovelado) R (DNA relaxado).

Os resultados do ensaio de formacdo de CL em diferentes
concentracdes, confirmou a capacidade das substancias RAC4, RACS8, RAC9,
RAC12 e RAC16, em formar os CL, apresentando resultados significativos
guando comparados com o0s resultados da camptotecina. Deste modo, é
possivel afirmar que, além de inibir a atividade enzimatica, no que concerne a
incapacidade de relaxar o DNA superenovelado, permite a estabilidade do CL,
impedindo a ToplIB de religar as cadeias de DNA cortada. Em geral, a formacao
de CL pela camptotencina tem uma duracdo rapida, ndo ultrapassando dois
minutos (PRADA et al., 2013b). Com a formacéao de CL, a rotacédo da dupla hélice
e o religamento das fitas cortada € um processo muito rapido, em geral ndo

ultrapassa os quatro minutos (HOWART et al., 1994), pode-se afirmar que o
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tempo de formacédo de CL pelas substancias testadas foi suficiente para garantir
a eficiéncia dos seus efeitos.

Varios trabalhos relatam o efeito inibitério de substancias naturais e
semissintéticas sob a atividade catalitica das topoisomerases, entretanto poucos
relatam o efeito de alcamidas. Lira (2012) observou a inibicdo da atividade
catalitica de topoisomerase Il humana por duas alcamidas isoladas das folhas
de Aplysina fisturalis. O efeito inibidor da alcamida plipartina foi investigado frente
a topoisomerase humana, e a mesma apresentou atividade inibitéria moderada
até a concentracdo de 25 uM (BEZERRA, 2008).

N&o foram encontrados relatos de efeitos inibitorios sobre a atividade
enzimatica de topoisomerase IB de leishmania por alcamidas. De modo que, o
efeito inibitério de alcamidas sobre a atividade enzimética de LdToplIB registrado
neste trabalho, é inédito.

Das 16 alcamidas testadas, as RAC4, RAC8, RAC9, RAC12 e RAC 16
apresentaram os resultados mais promissores como prototipos leishmanicidas,
uma vez que apresentaram significativos efeitos leishmanicidas sobre formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L. infantum e n&o
apresentar toxicidade para as células de mamiferos, macréfagos J774; bem
como, foram capazes de inibir a atividade enzimatica da topoisomerase de
leishmania e formar complexos de clivagem, sem afetar a atividade da enzima
homéloga humana. Destas substancias as RAC4 e RAC12 sdo inéditas e as
RACS8, RAC9 e RAC 16 séo alcamidas naturais.
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4. Conclusoes

e As alcamidas testadas, ndo apresentaram citotoxicidade para o0s
macrofagos até a concentragdo maxima testada (100 uM), com excegao
das RAC2, RAC6 e RAC13.

e As alcamidas apresentaram potente efeito leishmanicida sobre as formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonenses; e efeito moderado
sobre as formas promastigotas e amastigotas de L.chagasi e L.infantum
iIFRP70.

e Todas as RAC testadas foram capazes de inibir a atividade catalitica da
LdTopIB e n&o inibir a atividade da hTopl, com destaque paras as RAC4,
RACS8, RACY9, RAC12 e RAC16, que se destacaram como potentes
inibidores sendo substancias a serem exploradas como drogas
candidatos a farmacos leishmancidas.

e As RAC4, RAC8, RACY9, RAC12 e RAC16 além de apresentarem um
efeito inibitorio potente sob a atividade da LdTopIB, foram capazes de
estabilizar os complexos de clivagem formados pela unido LdTopIB-DNA,
impedindo o processo de religamento das fitas de DNA, comportando-se
como potentes “venenos” enzimaticos.

e As RAC4 (inédita), RAC8, RAC9, RAC12 (inédita) e RAC 16 (inédita),
foram consideradas os protétipos leishmanicidas mais promitentes, uma
vez que foram ativos para as formas promastigotas e amastigotas das trés
espécies de leishmanias testadas; inibiram de forma seletiva a atividade
enzimatica da LdTopIlB e formaram complexos de clivagens estaveis,
interferindo de forma efetiva as funcfes enzimaticas atreladas ao corte e
religamento da fita de DNA do parasito. Estas alcamidas ndo foram
toxicas para células de mamiferos (macréfagos J774).

e A expressiva atividade inibitéria sob o crescimento de diferentes espécies
de leishmania e a acdo de modo seletivo sob a atividade da
topoisomerase IB de leishmania torna as alcamidas testadas neste

estudo, substancias promissoras para quimioterapia das leishmanioses.
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ANEXOS

ANEXO 1

Comité de Etica para la Investigacion

INFORMA:

Que habiendo estudiado la solicitude del Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia
para investigacion con amimales, que ¢l proyecto de investigacion “"Busqueda de
compuestos con efecto leishmanicida en ensayos in vivo y ex vivo con cepas de
Leishamnia spp. iRF70", fue analizado y considerado APROBAVO pelo este Comité
para la Investigacion de la ULE, en 04 de febrero de 2015, con fecha dec caducidad en
04 de enero de 2017, bajo la supervision del Dr. Rafael Balafia-Fouce, profesor de este

Dpt.

Lo que firmo en Leon a 04 de Febrero de 2015
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