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RESUMO

A leishmaniose é uma das principais doencas tropicais negligenciadas causada por
varias espécies de parasito do género Leishmania responsavel por pelo menos doze milhdes
de casos de infecgdes em todo o mundo. Apesar de sua importancia em termos de saude
publica, o tratamento dos pacientes é limitado e apresenta principalmente baixos niveis de
eficacia e seguranca. Os bisfosfonatos sdo compostos que inibem a enzima farnesil difosfato
sintase (FPPS) que atua nos estagios iniciais da sintese do ergosterol que mantém a
integridade da bicamada lipidica do parasito causador da doenca. Nesse sentindo, o objetivo
central deste projeto é avaliar a atividade antiparasitaria de compostos sintéticos a base de
bisfosfonatos em Leishmania amazonensis. Vinte quatro compostos cobrindo uma faixa de
concentracdo de 100uM a 1uM foram avaliados contra promastigotas de L. amazonensis pelo
periodo de 24 horas através do ensaio colorimétrico de resazurina, e 0s que obtiveram inibicao
superior a 50% da concentracdo inicial foram selecionados para determinacdo de valores de
ICso. Além disso, foi avaliado o docking molecular frente a enzima FPPS de L. major e 0s
possiveis mecanismos da atividade antiparasitaria desses compostos. A triagem parasitaria
apresentou significativa reducdo na maior concentragdo nos compostos 1656 e 1662, com
valores de inibicdo de 100 % (ICso =58,39 uM) e 88% (ICso = 52,86 UM), respectivamente. No
docking molecular os compostos 1656 e 1662 interagiram com a enzima FPPS através da
ligacdo com pontes de hidrogénio. E no ensaio de dupla fixacdo por Anexina V-FITC e PI, 0
composto 1662 apresentou apoptose nas concentragdes de 100 uM (3,84%) e 50 uM (1,75%)
e necrose em 100 pM (17,7%) e 50 uM (12,4%). Apenas 0 composto 1656 apresentou
necrose com os valores de 2,70 e 2,73%, na mesma sequéncia de concentracdo. Estes
resultados denotam que compostos sintéticos a base de bisfosfonatos mostraram ser potenciais
candidatos a quimioterapia da leishmaniose. Uma vez que as principais medidas de controle
dessa doenca sdo através de programas de tratamento terapéutico, este projeto encoraja novos

estudos a identificar composto(s) ativo(s) para o controle da leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose; Leishmania amazonensis; Bisfosfonatos; Farnesil difosfato

sintase; Farmacos Antiparasitarios.



ABSTRACT

Leishmaniasis is one of the main neglected tropical diseases caused by several species of
parasite of the genus Leishmania responsible for at least twelve million cases of infections
worldwide. Despite its importance in terms of public health, treatment of patients is limited
and has mainly low levels of efficacy and safety. Bisphosphonates are compounds that inhibit
the enzyme farnesyl diphosphate synthase (FPPS) that acts in the initial stages of ergosterol
synthesis that maintains the integrity of the lipid bilayer of the disease-causing parasite. In
this sense, the main objective of this project is to evaluate the antiparasitic activity of
synthetic compounds based on bisphosphonates in Leishmania amazonensis. Twenty four
compounds covering a concentration range of 100uM to 1uM were evaluated against L.
amazonensis promastigotes for a period of 24 hours through the colorimetric assay of
resazurin, and those that obtained inhibition greater than 50% of the initial concentration were
selected to determine values 1Cso. In addition, molecular docking was evaluated against the L.
major FPPS enzyme and the possible mechanisms of the antiparasitic activity of these
compounds. Parasitic screening showed a significant reduction in the highest concentration in
compounds 1656 and 1662, with inhibition values of 100% (ICso = 58.39 uM) and 88% (ICsxo
= 52.86 uM), respectively. In molecular docking, compounds 1656 and 1662 interacted with
the FPPS enzyme by bonding with hydrogen bonds. And in the double fixation assay by
Annexin V-FITC and IP, compound 1662 showed apoptosis at concentrations of 100 uM
(3.84%) and 50 UM (1.75%) and necrosis at 100 uM (17.7%) and 50 uM (12.4%). Only
compound 1656 showed necrosis with values of 2.70 and 2.73%, in the same concentration
sequence. These results show that synthetic compounds based on bisphosphonates have been
shown to be potential candidates for leishmaniasis chemotherapy. Since the main measures to
control this disease are through therapeutic treatment programs, this project encourages
further studies to identify active compound (s) for the control of leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania amazonensis; Bisphosphonates; Farnesyl diphosphate

synthase; Antiparasitic Drugs.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada (DTN) responsavel por pelo
menos doze milhdes de casos de infec¢bes em todo 0 mundo e trezentos e cinquenta milhdes
de pessoas estdo em risco em pelo menos 98 paises (SOUZA et al., 2018), da América
tropical, Africa, subcontinente indiano, areas subtropicais do sudeste da Asia e na regido do
Mediterraneo (SOOSARAEI et al., 2018), a doenca tem uma mortalidade de 20.000 a 40.000
mortes por ano (BRITO et al., 2018).

Causada por protozoarios do género Leishmania e transmitida vetorialmente por
flebotomineos fémeas (SUNDAR; CHAKRAVARTY; MEENA, 2019) a doenca apresenta
manifestacdes clinicas que variam de infecgcdes assintomaticas a lesbes em locais cutaneos
(leishmaniose cutanea), mucosos (leishmaniose mucocutanea) ou em 0Orgaos viscerais
(leishmaniose visceral), dependendo da espécie do parasito e das caracteristicas do hospedeiro
(GALLUZZI et al., 2018).

A quimioterapia é o principal meio de lidar com esta infec¢do. Entretanto poucos
medicamentos estdo disponiveis no mercado, e cada um apresenta uma desvantagem
especifica, que juntamente com regimes a longo prazo comprometem a adesdo do paciente ao
tratamento e, consequentemente, o surgimento de cepas resistentes (SOUZA et al., 2018).

A atual primeira linha de medicamentos para o tratamento da leishmaniose consiste
em antimoniais pentavalentes, no entanto, a sua baixa eficacia diminuiu a sua utilizacdo. A
segunda linha é composta por formulacdes de miltefosina e anfotericina B, sendo que a
teratogenicidade e a nefrotoxicidade sd@o amplamente relatados, respectivamente. A
pentamidina € um medicamento potencial, entretanto seu uso € limitado nos paises em
desenvolvimento devido ao seu alto custo. Outro medicamento antileishmaniose é a
paromomicina, que possui baixo custo, porém apresenta elevada toxicidade (CASA et al.,
2018).

Com iss0, € necessario 0 apoio a pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos
que sejam eficazes, mais baratos e ndo toxicos para a prevencdo, tratamento e reducdo da
mortalidade por leishmaniose (SOOSARAEI et al., 2018). Um importante alvo farmacoldgico
para o tratamento da leishmaniose é a proteina farnesil difosfato sintase, responsavel pela
biossintese do ergosterol, um esterol encontrado em eucariotos, como 0s protozoarios de
Leishmania (TIWARI et al.,, 2017), mantendo a integridade da bicamada lipidica das
membranas celulares, e assim permitindo o crescimento e viabilidade desses parasitos (BIGI,
BOANINI, 2018). Essa proteina € inibida por compostos denominados bisfosfonatos (BPS),
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utilizados comercialmente para o tratamento de doencas do metabolismo dsseo, tais como a
osteoporose, doenca de Paget, hipercalcemia, displasia fibrosa e metastases 6sseas tumorais
(GALAKA et al., 2019). E recentemente, descobriu se que esses compostos exibem uma
ampla gama de atividades bioldgicas que incluem, estimulacdo de células Tyd do sistema
imunolégico (DAS et al., 2001; SANDERS et al., 2004), atividade antimicrobiana (ABDOU
et al.,, 2016; ERMER et al.,, 2018), antitumoral (GREEN; LIPTON, 2010), herbicida
(CROMARTIE; FISHER; GROSSMAN, 1999) e antiparasitaria (ARIPIRALA et al., 2012;
MUKHERJEE; BASU; ZHANG, 2019).

Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho é avaliar a atividade antiparasitaria de vinte
quatro novos compostos sintéticos a base de BPs contra promastigotas de Leishmania

amazonesis.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Leishmaniose no Brasil e no mundo

Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Satde (OMS), a leishmaniose € classificada como
Doenca Tropical Negligenciada (DTN), endémica nas &reas tropicais, subtropicais e na bacia
do Mediterraneo, afetando cerca de 12 milhdes de pessoas em 98 paises da Europa, Africa,
Asia, América e na Regido do Mediterraneo. Calcula-se que 1 bilhdo de pessoas vivem em
areas de risco de infecgdo. Além disso, estima-se que entre 0,9 e 1,7 milh&o de pessoas sejam
infectadas todos os anos, mas apenas uma pequena fracdo delas desenvolvera a doenca e a
mortalidade é de 20.000 a 40.000 por ano (AKHOUNDI et al., 2017; PORCINO et al., 2019).

Em 2017 houve 22.145 novos casos de leishmaniose no mundo, e 20.792 dos casos
relatados ocorreram em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e
Sudéo. Essa expansdo € resultado de vérios fatores, entre eles o desmatamento intenso que
leva a modificacdes no habitat dos hospedeiros naturais e de seus vetores, o baixo indice de
desenvolvimento humano, pela auséncia do saneamento basico na maioria das residéncias e
fluxo migratério (VALDIVIA et al., 2017).

Existem dois tipos clinicos principais de leishmaniose, ocasionados por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania: leishmaniose visceral (LV), causada pelos
agentes etiologicos Leishmania infantum, Leishmania donovani e Leishmania tropica,
responsavel por lesbes em 6rgdos viscerais e leishmaniose tegumentar (LT) causada por
varias espécies de Leishmania, afetando a pele e as mucosas (TORRES-GUERRERO et al.,
2017).

O Brasil € um dos setes paises que concentra 90% dos novos casos de LV, transmitida
aos seres humanos e animais, principalmente através da picada do vetor Lutzomyia
longipalpis. Historicamente ¢ uma doenca predominantemente rural, atingindo altas
proporgdes no nordeste brasileiro, como demonstrado na figura 1 (REIS et al., 2016; SEVA et
al., 2017).
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Figura 1 - Casos confirmados de leishmaniose visceral notificados no Sistema de Informagéo
de Agravos de Notificacdo — Brasil, 2007 a 2018.
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Fonte: Ministério da Salde/SVS - Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo — SINAN.

Na regido norte do Brasil, a LT possui alta incidéncia (figura 2), devido em parte pela
ocupacdo humana associada a atividades agricolas, extracdo mineral e desmatamento intenso.
Além disso, essa regido brasileira possui baixo indice de desenvolvimento humano, com a
auséncia de servicos de saneamento basico, que conduz a potenciais ocorréncias de
leishmaniose (AVILA et al., 2018).

Figura 2 - Casos confirmados leishmaniose tegumentar notificados no Sistema de Informacéo
de Agravos de Notificacdo — Brasil, 2007 a 2018.
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Fonte: Ministério da Salde/SVS - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo — SINAN.

2.2 Sistema taxondmico de Leishmania

A leishmaniose € um grupo de doencas parasitarias causadas por pelo menos 20

especies de protozoarios do género Leishmania, eucariotos unicelulares da ordem
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Kinetoplastida, familia ~ Trypanosomatidae, género Leishmania  (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY; MEENA, 2019).

Leishmania sdo parasitos tripanossomatideos pertencentes a um grupo especifico de
protozoarios que possuem um Unico flagelo proximo a mitocondria do parasito, e
caracterizam-se pela presenca do cinetoplasto, que abriga o DNA mitocondrial dos
tripanossomatideos (CAVALCANTI; SOUZA, 2018; CHRISTENSEN et al., 2016).

Um marco na historia dos parasitos Leishmania foi a implantacdo de um sistema
taxonémico proposto por Lainson e Shaw (1987), que dividem as leishmanias em subgéneros
de acordo com o local de desenvolvimento dos parasitos no trato digestivo do inseto vetor. As
espécies que se desenvolvem no intestino posterior dos flebotomineos sdo classificadas no
subgénero Viannia, e as que passam por desenvolvimento intraluminal no intestino médio, no
subgénero Leishmania.

O subgénero Viannia inclui os parasitos que pertencem ao complexo “Leishmania
braziliensis” e “Leishmania guyanensis”, sendo conhecidas apenas no Novo Mundo. J& 0s
protozoarios que pertencem ao subgénero Leishmania estdo classificados em seis complexos
denominados “Leishmania mexicana”, “Leishmania donovani”, ‘“Leishmania major”,
“Leishmania tropica” e “Leishmania aethiopica”, as espécies de cada complexo estdo
expostas no figura 3 (BRASIL, 2006).

Figura 3 — Classificacdo de Leishmania em familia, género, subgénero, complexos e

espécies.
TRYPANOSOMATIDAE
Leishmania
Leishmania Viannia
|

| | | | | ﬁLﬁ
L. donovani L. mexicana L. major L. tropica L. aethiopica L. braziliensis i L. guyanensi

\ | | \ | | P
L. chagasi L. amazonensis L. major . tropica L. aethiopica L. braziliensis L. guyanensis
L. donovani L. pifanoi L. Fkillicki L. garnhami L. peruviana L. panamensis
L. infantum L. venezuelensis L. mexicana |

L. lainsoni |

| L. naiffi

Em marrom encontra se a familia de Leishmania, vermelho o género, roxo os subgéneros, verde os complexos e

em azul as espécies correspondentes a cada complexo. Fonte: Adaptado de Brasil (2006).
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2.3 Caracteristicas gerais da espécie Leishmania (L.) amazonensis

Um dos principais agentes etiolégicos da leishmaniose no Novo Mundo é
a Leishmania amazonensis (RANGEL et al., 2018; VASCONCELOS et al., 2018), no Brasil
a espécie é encontrada nas regides Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Nordeste.(VALDIVIA et
al., 2017).

A transmissdo por L. amazonensis aos seres humanos ocorre de forma acidental, uma
vez que o parasito é naturalmente encontrado em reservatorios silvestres de vertebrados, como
roedores e marsupiais, e seu principal vetor, o Lutzomyia flaviscutelata, € um flebotomineo de
habito noturno e pouco antropofilico, porém, devido ao desmatamento e a falta de saneamento
basico adequado no pais, cresceu 0 numero de casos de infeccbes em seres humanos
(BRASIL, 2006; RATH et al., 2019).

A infecgdo por L. amazonensis pode causar diversas manifestagdes clinicas, incluindo
leishmaniose cutdnea (a mais comum), mucosa (MARTINS et al.,, 2019; TORRES-
GUERRERO et al., 2017), e em alguns casos a visceral, tanto em humanos quanto em cées
(ALMEIDA et al., 1986; TOLEZANO et al., 2007; VALDIVIA et al., 2017), além de
leishmaniose cutanea difusa (LCD), sendo esta Ultima resistente ao tratamento antileishmania
(BARBOSA et al., 2018).

2.4 Manifestac0es clinicas da leishmaniose em humanos

Segundo a OMS as formas clinicas das leishmanioses em humanos podem ser
agrupadas da seguinte maneira: Leishmaniose visceral (LV), e Leishmaniose tegumentar
(LT), esta ultima ramifica-se em leishmaniose mucocutanea/mucosa (LMC) e leishmaniose
cutanea (LC) (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Leishmaniose visceral, conhecida também como kala-azar, é a forma mais grave da
doenca, podendo ser letal quando ndo tratada. Apresenta se nas formas: assintomaética,
refletindo a capacidade do sistema imunoldgico do hospedeiro de controlar o parasito; e
sintomatico, caracterizado por crises irregulares de febre, perda substancial de peso, anemia,
inchaco do baco e figado (ALCANTARA et al., 2018; MIAO et al., 2017).

Na leishmaniose mucocutéanea, as lesdes podem levar a destruicao parcial ou total das
membranas mucosas das cavidades do nariz, boca e garganta e tecidos circundantes,

dificultando a incluséo social dos individuos afetados (SOUZA et al., 2017).
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A leishmaniose cutinea apresenta outras formas clinicas: i) leishmaniose cuténea
localizada, a forma mais comum da doenca, na qual provoca uma lesdo geralmente indolor no
local da picada do vetor (QUARESMA et al., 2018); ii) disseminada, caracterizada pelo
aparecimento de mdaltiplas lesdes papulares e de aparéncia acneiforme que acometem varios
segmentos corporais (MEMBRIVE et al., 2017); e a iii) forma clinica difusa, cuja lesdes
tendem a ser nodulares ou em extensas placas difusas, ndo ulcerativas e estdo relacionadas a
deficiéncias na resposta imunoldgica do hospedeiro (ALCANTARA et al., 2018).

A variedade de manifestacOes clinicas pode ser atribuida a diversos fatores, como a
variabilidade na viruléncia do parasito, resposta imune do hospedeiro, espécie do agente
infecioso e a distribuicdo geografica, como descritos no quadro 1 (STEVERDING, 2017).

Quadro 1 — Distribuicdo geografica de espécies de Leishmania patogénicas aos seres

humanos.
A L Velho/Novo Doenca S
Subgénero Espécies Mundo clinica Distribuicdo
_ Africa Oriental (Etiopia,
L. aethiopica VM LCL, LCD ntal (Etiop
Quénia)
L amazonensis NM LCL, LCD, América do Sul (Brasil,
' LMC Venezuela, Bolivia)
. Africa Central, Sul da Asia,
L. donovani M LV Oriente Médio, india, China
Paises do Mediterraneo
(Norte da Africa e Europa),
sudeste da Europa, Oriente
L. infantum VM, NM LV, LC Médio, Asia Central,
Ameérica do Norte, Central e
Leishmania do Sul (México, Venezuela,
Brasil, Bolivia)
. Africa do Norte e Central,
L. major M LC Oriente Médio, Asia Central
L. mexicana NM LcL Lcp | EYA Eduador, Venezuela,
Peru
Africa do Norte e Central,
L. tropica VM LCL, LV Oriente Médio, Asia Central,
india
L. venezuelensis NM LCL Norte da America do Sul,
Venezuela
L. waltoni NM LCD Republica Dominicana
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(Continuagéo do quadro 1)

A L Velho/Novo Doenca o
Subgénero Espécies Mundo clinifa Distribuicdo
Bacia Amazonica Ocidental,
L. braziliensis NM LCL, Lmc | Ameérica do Sul (Guatemala,
Venezuela, Brasil, Bolivia,
Peru)
Norte da América do Sul
L. guyanensis NM LCL, LMC | (Guiné Francesa, Suriname,
Brasil, Bolivia)
Viannia L. lainsoni NM LCL Brasil, Bolivia, Peru
L. lindenbergi NM LCL Brasil
L. naiffi NM LCL Brasil, Guiné Francesa
América Central e do Sul
L. panamensis NM LCL, LMC (Panama, Colémbia,
Venezuela, Brasil)
L. peruviana NM LCL, LMC Peru, Bolivia
LCD = Leishmaniose cutanea difusa; LCL = leishmaniose cuténea localizada; LMC = leishmaniose

mucocutanea; LV = leishmaniose visceral; NM = Novo Mundo; VM = Velho Mundo. Fonte: Steverding e
colaboradores (2017).

2.5 Mecanismos de transmissdo, hospedeiros, morfologia e ciclo biolégico da

leishmaniose

A transmissao natural envolve hospedeiros vertebrados (mamiferos, como roedores,
canideos, marsupiais, mangustos, morcegos e 0s seres humanos) e invertebrados, insetos
vetores denominados de flebotomineos (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017), pertencentes
a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, géneros: Phlebotomus
encontrados no Velho Mundo (Europa, Africa e Asia) e Lutzomya no Novo Mundo (América)
(LAGO et al., 2019). No Brasil sdo conhecidos popularmente como mosquito palha,
tatuquira, cangalhinha, birigui, mulambinho e catuqui (LIMA et al., 2019).

Entretanto existem ainda outros mecanismos de transmissdo, que ocorrem mais
raramente, como transfusdes de sangue (FRANCA et al., 2018), compartilhamento de
seringas entre usuarios de drogas (LINDOSO et al., 2018), transmissdo congénita (BERGER
et al., 2017) e exposicio ocupacional (GONZALEZ; SOLIS-SOTO; RADON, 2017).

Os protozoarios, Leishmania, sdo eucariotos unicelulares com ciclo de vida digenético

(LAGO et al.,, 2019), apresentando dois estagios evolutivos bem distintos (Figura 4):
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promastigotas, forma extracelular, alongada, flagelada, mével, medindo cerca de 5-15 pm de
comprimento e com cinetoplasto localizado entre o nucleo e a extremidade anterior; e
amastigotas, com forma intracelular obrigatoria, esférica ou oval e com cerca de 2,5-5,0 um
de diametro, possuindo um cinetoplasto localizado préximo ao ndcleo (ANVERSA et al.,
2018; HUSSAINI; OKUNEYE; GUMEL, 2017).

O ciclo biolégico inicia-se quando fémeas do flebétomo, durante o repasto sanguineo
em um hospedeiro infectado, aspiram através da sua proboscide formas amastigotas da
Leishmania sp., que ao atingirem o intestino médio do inseto diferenciam-se em
promastigotas prociclicas, forma replicativa flagelada do parasito, que aderem-se ao epitélio
intestinal por meio do flagelo e permanecem no intestino médio anterior dos flebotomineos
por cerca de cinco dias, apds esse periodo diferenciam-se em promastigotas metaciclicos,
forma néo replicativa e infecciosa ao hospedeiro vertebrado. O processo de diferenciacdo de
promastigotas prociclicas em metaciclicas, é denominado metaciclogénese e coincide com a
procura do inseto por outro repasto sanguineo (KLATT et al., 2019; YOREK et al., 2019).

Durante um novo repasto sanguineo promastigotas metaciclicas sao transferidas para a
derme de mamiferos pela saliva dos insetos, que possui neuropeptidios vasodilatadores que,
além de facilitar a alimentacdo do inseto, suprime a resposta imune do hospedeiro localmente.
Esses parasitos sdo rapidamente englobadas pelas células fagociticas do hospedeiro, como
neutrofilos, macrofagos e células dendriticas no local da infeccdo (GIRAUD et al., 2019).
Uma vez dentro do fagossoma, as promastigotas diferenciam-se em amastigotas, e
multiplicam se por simples divisdo binaria até lisar a célula hospedeira liberando amastigotas
para infectar novas células, como demonstrado na figura 4 (ANVERSA et al., 2018; ATAN et
al., 2018).
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Figura 4 - Ciclo bioldgico e estagios evolutivos de Leishmania.
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(A) Ciclo biologico da leishmaniose tem inicio com o hospedeiro mamifero infectado com a forma (1)
promastigota do parasito, sendo rapidamente fagocitados por macréfagos, posteriormente (2) promastigotas
transformam-se em amastigotas dentro do macréfago e (3) amastigotas multiplicam se por divisdo binaria até
lisarem a célula hospedeira, liberando as formas amastigotas para infectar novas células; ja o ciclo no inseto
inicia-se com o repasto sanguineo no hospedeiro infectado com as formas amastigotas, ocorrendo a (4) ingestdo
de células parasitodas que ao chegarem no intestino do vetor (5) transformam se em promastigotas que (6)
multiplicam se por divisdo binaria; por Gltimo o ciclo no novo hospedeiro, que inicia se também com o repasto
sanguineo no hospedeiro infectado, onde (7) promastigotas sdo fagocitados por macréfagos e posteriormente (8)
transformam-se em amastigotas, entdo (9) multiplicam se em células de varios tecidos do cdo. No lado direito da
figura temos a organizacéao estrutural das formas promastigota (B) e amastigota (C). Fonte: Adaptado de Esch e

Petersen (2013) e por prépria autora utilizando o aplicativo Biorender (https://biorender.com/).

No interior das células fagociticas, as formas amastigotas de Leishmania sp.
conseguem inibir as funcdes dessas células, como os processos de producédo de radicais livres,
apresentacdo de antigenos e producdo de citocinas, decorrentes da ativacdo da expressdo de
moléculas imunossupressoras pelos parasitos (TIWARI et al., 2017; TORRES-GUERRERO
et al., 2017). Além disso, a glicoproteina gp63 possui atividade proteolitica e consegue clivar
0 componente C3b que atua na opsonizagdo do parasito em uma forma inativa denominada,
C3bi. Assim, a ligacdo aos receptores do sistema complemento ndo ativam 0s mecanismos
oxidativos microbicidas do fagdcito e facilita a entrada do parasito na célula-alvo (GARDE et
al., 2018; YARAGUPPI et al., 2020).
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2.6 Diagnostico clinico e laboratorial da leishmaniose em humanos e animais

Devido ao amplo espectro de hospedeiros e reservatdrios ndo humanos e ao grande
numero de vetores envolvidos na transmissdo, o diagndstico rapido e eficaz de Leishmania é
uma caracteristica importante aos programas de controle (AKHOUNDI et al., 2017). O
diagndstico envolve a associagdo dos aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais da
doenca, sendo este ultimo constituido de trés grupos de exames: parasitoldgico, imunoldgico e
molecular (ANVERSA et al., 2018).

O exame parasitoldgico consiste de alguns métodos, como a pesquisa de amastigotas
em esfregacos obtidos pela borda lesdo em LC e em aspirado de medula 6ssea, baco, figado e
linfonodos para LV; isolamento em cultivo in vitro para confirmacdo do agente etioldgico e
posterior identificacdo da espécie de Leishmania e isolamento in vivo atraves da inoculacdo
em animais (TORRES-GUERRERO et al., 2017).

Quanto aos exames imunolégicos a primeira etapa consiste no teste de
intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) para investigacdo de LC, fundamentando-se na
visualizacdo da resposta de hipersensibilidade tardia; em uma segunda etapa sdo realizados
testes soroldgicos como reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para detectar anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos
pacientes (JAMAL et al., 2017; ROCHA; PETRONI, 2017).

Ja os exames moleculares baseiam-se na analise do DNA do parasito por meio da
técnica de amplificacdo pela Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR) que além de apresentar
alta sensibilidade, pode ser realizada a partir de diferentes amostras clinicas, e possibilita a
caracterizagdo das espécies de Leishmania envolvidas (ANVERSA et al., 2018).

2.7 Medidas preventivas e de controle da leishmaniose em humanos e animais

Considerando que a transmissdo vetorial é a principal via de disseminacdo da
leishmaniose, as medidas de controle devem se concentrar na prevengdo do contato com o
vetor (DANTAS-TORRES et al., 2019). Esse contato pode ser evitado através do uso: i)
barreiras fisicas, como mosqueteiro e utilizacdo de roupas grossas e compridas; ii) barreiras
quimicas, com a pulverizacdo de inseticida; iii) manuseio, evitando a exposi¢do aos horarios
de atividades do vetor (crepusculo e noite); e por iv) manejo ambiental, com a limpeza de
quintais e terrenos, para evitar o estabelecimento de criadouros (RIBEIRO et al., 2018;
TORRES-GUERRERO et al., 2017).
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A prevencdo por meio de vacina até o momento ndo esta disponivel para humanos,
pois nenhuma produziu a imunidade necessaria para bloquear a patogénese leishmanial
(CECILIO et al., 2017; TIWARI et al., 2017). Atualmente, a disponibilidade de vacinas no
mercado sO € possivel para caes, entretanto devido as diversas respostas sobre sua eficacia,
recomenda-se 0 uso da coleira impregnada de pesticida para diminuir a possibilidade de
contato com o vetor (RIBEIRO et al., 2018). J& em casos de sorologia positiva em cées
recomenda se a eutanasia, pois esses animais representam fator de risco para infeccéo
humana (ABBASZADEH AFSHAR et al., 2018).

Outra forma de controle € o diagndstico precoce que pode evitar complicacdes e
ajudar a instituir o melhor tratamento (UZUN et al., 2018). Juntamente com a implementagéo
de medidas de educacdo em saude que visem a conscientizacdo da populacdo sobre o
problema e o reconhecimento do risco pessoal de contrair a doenca (COUTO et al., 2018).

A indisponibilidade de uma vacina profilatica eficaz somando com o regime
medicamentoso limitado da leishmaniose, requer preocupagéo e maior agilidade na pesquisa

de desenvolvimento de farmacos que sejam baratos e eficazes (TIWARI et al., 2017).

2.8 Tratamento farmacoldgico da leishmaniose em humanos

Em geral, as opcOes atuais de tratamento para leishmaniose (Quadro 2) séo
consideradas insatisfatorias, devido ao regime medicamentoso a longo prazo, a via de
administracdo limitada, graves reacdes adversas, e em alguns casos o alto custo e a baixa
eficacia, influéncia a desisténcia ou ndo adesdo do paciente ao tratamento (ZULFIQAR,;
SHELPER; AVERY, 2017). O medicamento de primeira linha sdo 0s antimoniais
pentavalentes, entretanto, o aumento da resisténcia do parasito a droga restringiu seus
beneficios. Os medicamentos de segunda linha incluem a anfotericina B, pentamidina,
miltefosina e paromomicina, porém cada um apresenta uma desvantagem especifica
(GHORBANI; FARHOUDI, 2018; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).
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Quadro 2 - Medicamentos antileishmaniais e suas principais caracteristicas

. Via de ~ Forma
Farmacos Dosagem . ~ Reac0es adversas -
administracao clinica
Cardiotoxicidade
Intravenoso, grave
Antimoniais | 20 mg/kg_/dla intramuscular nefrotoxicidade. LV, LC
pentavalentes por 30 dias ou :
. s pancreatite e
intralinfatico -
hepatotoxicidade
: Nefrotoxicidade
Desoxicolato 1 mg/kg/dia rave
de anfotericina 9ot Intravenoso grave, LV, LC
B por 30 dias tromboflebite e
hipocalemia
Hiperglicemia
Pentamidina 3 mg/kg_/dla Intramuscular grave,_hlpotgnsao LV, LC
por 4 dias da miocardite e
taquicardia
: Ototoxicidade,
Paromomicina 15 mg/kg_/d|a Intrarpgscular nefrotoxicidade e LV, LMC
por 21 dias topica .
hepatotoxicidade
2-2.5 Hepatotoxicidade,
Miltefosina | mg/kg/dia por Oral nefrotoxicidade e LV
28 dias teratogenicidade

LV = Leishmaniose visceral; LC = Leishmaniose cutanea; LMC = Leishmaniose mucocutanea. Fonte: Zulfiqgar;
Shelper e Avery (2017).

Os antimoniais pentavalentes incluindo antimoniato de meglumina e estibogluconato
de sodio séo considerados os medicamentos de primeira linha e o padréo ouro no tratamento
da leishmaniose (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). Entretanto, esses medicamentos
requerem até 30 dias de administracdo injetavel e devido a sua alta toxidade podem causar
cardiotoxicidade, pancreatite, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, que podem exigir
hospitalizacdo e monitoramento cuidadoso dos pacientes (ZULFIQAR; SHELPER; AVERY,
2017). Este regime de tratamento tem limitacdes para mulheres gravidas, idosos e pacientes
com HIV, e outras desvantagens, como alto custo, aumento do nimero de falhas terapéuticas,
surgimento de cepas resistentes, tornaram 0 uso desse medicamento restrito (BAHRAMI et
al., 2017).

A anfotericina B exerce sua atividade antileishmanial através de uma interacao de alta
afinidade com ergosterol, o principal componente da membrana celular de fungos e parasitos.
Sua ligacdo induz a formacdo de canais de membrana que aumentam a permeabilidade a ions
e pequenas moléculas, levando a morte do parasito (ABU AMMAR et al., 2019). Com isso,
esse medicamento € um potente antifingico e antileishmanial, entretanto sua baixa

solubilidade em &gua, alto custo, rea¢Bes adversas, como hipocalemia, anemia, tromboflebite,
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vOmitos e alta toxicidade renal limitam a eficiéncia terapéutica e a aplicabilidade clinica deste
medicamento (CASA et al., 2018; SARWAR et al., 2018).

Formulagdes de anfotericina B (o complexo lipidico, a forma coloidal e a forma
lipossomal) foram desenvolvidas para reduzir as reacbes adversas e melhorar a
farmacocinética e a biodisponibilidade. Embora menos toxicas, essas formulacGes tém
limitacGes para uso em paises em desenvolvimento devido ao seu alto custo (WIINANT et
al., 2018).

A pentamidina é um medicamento para o tratamento alternativo de LV. No entanto,
foi descontinuado devido a reacdes adversas como diabetes mellitus, hipotensdo, problemas
gastrointestinais e toxicidade cardiaca (SERENO; HARRAT; EDDAIKRA, 2019; SUNDAR,;
SINGH, 2018). Atualmente, é recomendado para terapia de coinfecc¢do por HIV-LV, pois em
estudos realizados por Diro e colaboradores (2015) na Etiopia, observou se que a sobrevida
sem recidiva da LV foi alcancada usando pentamidina como profilaxia secundéaria em
individuos infectados pelo HIV.

A paromomicina, um antibi6tico aminoglicosideo, usado no tratamento topico para LT
e como uma droga alternativa para LV (VERMA et al., 2019), é o agente antileishmanial mais
barato disponivel no mercado. Entretanto, sua administracdo parenteral sofre depuracdo
rapida, exigindo maltiplas doses altas que podem levar a ototoxicidade, hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade com o seu uso prolongado (ESFANDIARI et al., 2019).

A miltefosina é o primeiro medicamento nao parenteral e pode ser administrado por
via oral e local no tratamento de LV e LC (OLIVEIRA et al., 2017). A terapéutica com este
medicamento ndo necessita de hospitalizacdo. Entretanto, apresenta vérias reacdes adversas,
tais como: vOmitos, diarreia, toxicidade nos sistemas gastrointestinal, hepatico e renal
(AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017). Além disso, a miltefosina em mulheres gravidas ou em
idade reprodutiva € contraindicada devido a possibilidade de teratogenicidade
(ABONGOMERA et al., 2019).

Todas as alternativas terapéuticas mencionadas acima apresentam preocupacoes
relacionadas a reacdes adversas e o risco de resisténcia parasitaria (ULIANA; TRINCONI;
COELHO, 2018). Com isso, torna se necessario o desenvolvimento de novos farmacos que
sejam mais eficazes, seguros e de baixo custo (BAHRAMI et al., 2017; MOREIRA et al.,
2017).
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2.9 Biossintese de esterol como potencial alvo farmacoldgico para o tratamento da

leishmaniose em humanos

Recentemente, cresceu 0 nimero de estudos sobre a biossintese de esterdis como um
potencial alvo farmacoldgico molecular para terapia da leishmaniose (DINESH et al., 2017),
pois essa biossintese é uma via metabdlica essencial para producgdo de diferentes substancias,
incluindo o ergosterol, através do caminho do mevalonato (BAHRAMI et al., 2017).

O ergosterol estd funcionalmente ligado a manutencdo da integridade estrutural e
protecdo do parasito contra o estresse e a toxidade induzida por drogas, ou pelo ambiente
hostil do macréfago hospedeiro (SANNIGRAHI et al., 2019).

Existem véarios medicamentos disponiveis no mercado e em ensaios clinicos, que
potencialmente interferem na biossintese de esterdis como o0s azasterdis que inibem a
metiltransferase (PESSOA, 1956); a estatina e os bisfosfonatos (BPs), que inibem a HMG-
CoA redutase e a farnesil difosfato sintase, respectivamente (SOUMYA et al., 2017; TIWARI
etal., 2017).

2.10 Breve histérico sobre os bisfosfonatos

A sintese pioneira dos BPs ocorreu em 1865 na Alemanha, por Menschutkin.
Inicialmente o0 uso desses compostos estava voltado para propriedades industriais e aplicacdes
domésticas, incluindo amaciantes, detergentes, agentes de tratamento de 4gua e anticorrosivos
(FLEISCH; BISAZ, 1962).

No inicio da década de 60, descobriu-se que o pirofosfato inorganico (PPi) atuava
como um inibidor natural da calcificagdo. A partir dessa descoberta as propriedades desse
composto foi direcionada a aplicagcBes farmacoldgicas no tratamento de reabsorgdo Ossea.
Entretanto, o PPi é rapidamente hidrolisado no trato gastrointestinal e metabolicamente
instavel. Assim, buscou-se os BPs, analogos dos PPi, que sdo mais estaveis e evitam
eficazmente a calcificagdo (CHMIELEWSKA,; KAFARSKI, 2016; RUSSELL, 2011).

Somente na década de 70 que o potencial terapéutico desta classe de farmacos foi
desenvolvido como drogas para uso em varias patologias associadas a reabsor¢do Ossea
(GRAHAM; RUSSELL, 1999), incluindo osteoporose, doenca de Paget, hipercalcemia,

displasia fibrosa e metastases 6sseas tumorais (SANTOS et al., 2020).
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2.11 Caracteristicas gerais sobre a estrutura quimica e classificacdo dos bisfosfonatos

Os BPs sédo analogos dos PPi e substituiu a ponte de oxigénio entre os dois atomos de
fosforo no pirofosfato (ligacdo P-O-P) por atomo de carbono (ligacdo P-C-P), o que lhes
confere alta resisténcia a degradacdo enzimatica e maior tempo de meia vida. Esses
compostos apresentam formula estrutural geral (HO)2P(O)CR1R2P(O)(OH)2 (DLAMINI et
al., 2018), representada na Figura 5, e duas cadeias laterais covalentes, R1 e R2, completam a
tetravaléncia do atomo de carbono, gerando uma grande familia de compostos (GALAKA et
al., 2017).

Figura 5 - Estrutura quimica geral do pirofosfato e BPs

Oy A 10y o
P—OH P—OH
o’ — ¢’
_P —OH R? P —OH
0% 0% 4
OH OH
Pirofosfato Bisfosfonato

Fonte: Autoria propria.

As duas cadeias laterais sdo essenciais para a ligacdo ao mineral dsseo. A cadeia R1
qguando representada por um grupo hidroxila (-OH) ou amina (-NH2) possui alta afinidade
pelo calcio e, portanto, pelo mineral 6sseo. J& a estrutura e conformacdo tridimensional da
cadeia lateral R2 determina a poténcia antirreabsortiva e a capacidade destes farmacos em
interagir com alvos moleculares especificos (DEMORO et al., 2018, RASMUSSON;
ABTAHI, 2014). Conforme o tipo de cadeia R2, os BPs sdo classificados como nédo
nitrogenados e nitrogenados, com base na auséncia e presenca, respectivamente, de um atomo
de nitrogénio (BIGI; BOANINI, 2018), conforme demonstrado na figura 6.
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Figura 6 - Estrutura quimica dos principais BPs nitrogenados e ndo nitrogenados.
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Estruturas quimica dos BPs comerciais ndo nitrogenados (clodronato, etidronato e tiludronato) e nitrogenados
EB-1053,

risedronato, zoledronato). Fonte: Autoria propria.

(alendronato, ibandronato, incadronato, minodronato, neridronato olpadronato, pamidronato,

2.12 Mecanismo de ac¢éo dos bisfosfonatos ndo nitrogenados e nitrogenados

Os BPs néo nitrogenados e nitrogenados (N-BPs) exibem diferentes mecanismos de
acdo. Os ndo nitrogenados exibem excelentes resultados na distribui¢do da superficie dssea
por quelacéo de calcio (BIGI; BOANINI, 2018). Por outro lado, os N-BPs interferem na via
do mevalonato, em particular na inibicdo da farnesil difosfato sintase (FPPS; também

chamado de farnesil pirofosfato sintase), uma enzima chave na via do
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mevalonato/isoprendide, para a sintese de proteinas farnesiladas e a biossintese de dolicdis e
esterois, como colesterol e ergosterol (GABELLI et al., 2006; SANTOS et al., 2020).

O FPPS catalisa a condensacdo de dois compostos de cinco carbonos (C-5),
isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil pirofosfato (DMAPP), para produzir
geranil pirofosfato (GPP; C-10) e a condensagéo subsequente de GPP com IPP para produzir
pirofosfato de farnesil (FPP; C-15) (ARIPIRALA et al., 2014; MUKHERJEE; BASU,
ZHANG, 2019), como demonstrado na figura 7. Esses precursores sdo essenciais para a
formacdo da maioria dos isoprendides e esterois, como o ergosterol (MUKHERJEE; BASU,;
ZHANG, 2019; SUMBRIA; SINGLA, 2019), composto que garante a integridade da
bicamada lipidica das membranas celulares, permitindo o crescimento e viabilidade celular de
eucariotos, como os parasitos (BIGI; BOANINI, 2018).

Figura 7 — Esquema da ag&o dos bisfosfonatos nitrogenatos na via do mevalonato.
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Os bisfosfonatos nitrogenados (N-BPs) inibem a enzima farnesil pirofosfato sintase (FPPS), impedindo assim a
sintese de farnesil pirofosfato (FPP) e pirofosfato de geranilgeranil (GGPP) necessarios para a prenilacdo de

proteinas e posterior formacao do ergosterol. Fonte: Autoria propria.

2.13 Atividade bioldgica dos bisfosfonatos nitrogenados

Além de sua eficacia no tratamento de disturbios dsseos, os BPs exibem uma ampla
gama de atividades biologicas que incluem, além da estimulacdo de células Tyd do sistema
imunolégico (DAS et al., 2001; GREEN; LIPTON, 2010; SANDERS et al., 2004), atividade
antimicrobiana contra um painel de patégenos: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans (ABDOU et al., 2016;
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ERMER et al., 2018), herbicida (CROMARTIE; FISHER; GROSSMAN, 1999) e
antiparasitaria contra os agentes etiolégicos Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum,
Trypanosoma cruzi, T. brucei, L. donovani, L. amazonensis e L. infantum (ARIPIRALA et al.,
2012; GADELHA et al., 2020; GHOSH et al., 2004; LING et al., 2005, 2007; MARTIN et
al., 2001; MORENO; LI, 2008; MUKHERJEE; BASU; ZHANG, 2019; RODRIGUEZ et al.,
2002; ROSSO et al., 2011; SZAINMAN et al., 2008; TODOLI et al., 2009; YARDLEY et
al., 2002).

O desenvolvimento de BPs como compostos antiparasitarios direcionados a
biossintese de ergosterol tornou-se uma rota importante para intervengdo terapéutica a
leishmaniose (ARIPIRALA et al., 2014). Como demonstrado por Yardley e colaboradores
(2002), onde em seu estudo in vivo contra L. donovani, o pamidronato foi ativo por
administracdo intravenosa, e o0 risedronato teve uma dosagem 50% eficaz de cinco doses
intraperitoneais de 2,6 mg/kg de peso corporal contra camundongos Balb/c infectados. E no
estudo desenvolvido por Rodriguez e colaboradores (2002) o pamidronato administrado por
via intraperitoneal na dose de 10 mg /kg/dia por 5 dias causou regressao total das lesdes
causadas por Leishmania mexicana amazonensis em camundongos Balb/c, evidenciado pelo
desaparecimento de amastigotas no local de lesdo.

Com base nesses estudos pioneiros sobre o uso de bisfosfonatos nitrogenados na
terapia experimental da leishmaniose, agregado as desvantagens do tratamento terapéutico,
tais como, reacdes adversas, regime medicamentoso a longo prazo e a via de administracdo
limitada, com este projeto de pesquisa pretende-se contribuir com novos estudos a identificar

compostos a base de BPs que sejam ativos para o tratamento leishmaniose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antiparasitaria de vinte e quatro novos compostos sintéticos a base de

bisfosfonatos em Leishmania amazonensis.

3.2 Objetivos especificos

a) Revisar a literatura a respeito da atividade antiparasitaria de compostos a base de
bisfosfonatos como potencial antiparasitario;

b) Avaliar a atividade antiparasitaria in vitro de vinte e quatro compostos sintéticos a
base de bisfosfonatos frente a promastigotas de L. amazonensis;

c) Awvaliar in silico a interagdo dos compostos mais promissores a base de bisfosfonatos
utilizando como alvo farmacoldgico a enzima FPPS de L. major;

d) Avaliar possiveis mecanismos de atividade antiparasitaria de L. amazonesis ap0s 0

tratamento com os compostos sintéticos a base de bisfosfonatos mais significativos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Compostos sintéticos a base de bisfosfonatos

Os compostos sintéticos a base de BPs utilizados neste estudo foram sintetizados pela
Profa. Sandra Gabelli da Universidade Johns Hopkins, Baltimore — EUA e gentilmente
cedidos no ambito do projeto de cooperacdo com o Laboratério de Imunoparasitologia
(LIMPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Sintetizou-se vinte e
quatro compostos, na concentracdo de 10000 micromolar (uM), em seguida foram diluidos
em &gua deionizada estéril para obtencdo das concentracfes de 1000uM, 500uM, 250uM,
100uM, 50uM, 25uM e 10uM, sendo todos armazenados em freezer a -20°C.

4.2 Cultivo de promastigotas de L. amazonensis

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (cepa MHOM/BR/71973/M2269) foram
descongeladas e mantidas em cultivos axénicos em meio RPMI 1640 suplementados com
estreptomicina e penicilina de 10.000U/mL (Gibco) e 10% de soro fetal bovino (SFB-Gibco)
inativado, sendo mantidas em estufa incubadora Biological Oxygen Demand (B.O.D.) a 27°C
por 5 a 7 dias até atingirem a fase estacionaria (SACKS; SILVA, 1987).

4.3 Triagem da atividade antiparasitaria dos compostos sintéticos a base de

bisfosfonatos frente a promastigostas de L. amazonensis

Para identificagdo de compostos com atividade antileishmania foi realizado o ensaio
colorimétrico por resazurina como descrito por Corral e colaboradores (2013), com algumas
modificagdes. Formas promastigostas de L. (L.) amazonensis na fase estacionaria de
crescimento foram diluidas em meio RPMI 1640 até atingirem a concentracdo de
1x107 parasitos/mL. Posteriormente foi adicionado 180l de suspenséo do parasito em placas
de fundo chato de 96 pogos, com 20ul de diferentes concentragcdes dos compostos, cobrindo
uma faixa de concentragdo de 100uM a 1uM, em seguida as placas foram incubadas em
estufa B.O.D. a temperatura de 27°C. Cada concentracdo dos compostos foi avaliada em
triplicada. Pogos de controle contendo apenas meio de cultura denominado de controle
negativo (CN), pogos com a maior concentragcdo dos compostos — Controle de compostos
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(CC) e pocos com cultura de parasitos ndo tratadas — Controle positivo (CP), foram incluidos
(figura 8).

Figura 8 - Esquema da microplaca utilizada para ensaio de inibicdo do crescimento

parasitario.
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As diluigdes dos compostos foi realizada nas linhas de A até G sinalizados na figura pela cor roxa. A linha H,
com a cor azul, foi utilizada como controle positivo (CP) para crescimento de parasitos, na auséncia de
compostos; na coluna 12 representado pela cor rosa foi utilizado o controle negativo, contendo apenas meio
estéril; e ainda na coluna 12, mas com a cor verde, foi utilizado o controle dos compostos, na auséncia de
parasitos. Fonte: Autoria prépria.

Ap0s 24 horas de exposi¢do ao composto, 20 uL de resazurina a 1mM (Sigma-Aldrich
Co.) foi adicionado em cada poco, permitindo a obtencdo do ensaio colorimétrico, que é
amplamente utilizado na triagem de compostos com potencial leishmanicida por serem
simples de usar, baratos e atoxico para os parasitos (BASTOS et al., 2017).

A resazurina é um sal de sédio utilizado como um indicador redox permeavel as
células, cujo principio subjacente a este corante é a reducdo enzimatica da forma oxidada ndo
fluorescente resazurina (solug@o de cor azul), para a forma reduzida fluorescente resorufina
(solucdo de cor rosa), como demonstrado na figura 9, cuja a quantidade produzida da

resorufina é proporcional ao nimero de células viaveis (RISS et al., 2016).
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Figura 9 - Reducéo de células viaveis pela converséo da resazurina em resorufina.
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A resazurina, um corante nao fluorescente de cor azul, é convertida em resorufina, um produto fluorescente rosa.
Fonte: Adaptado de RISS e colaboradores (2016).

Novamente as placas foram incubadas por mais 24 horas. ApoOs esse periodo, a
absorbancia foi quantificada usando um leitor de microplacas (Epoch, BioteK, EUA).
Entretanto, as duas formas do corante (oxidada ou reduzida) absorvem luz em comprimentos
de onda diferentes (CORRAL et al., 2013), com isso as leituras foram feitas a 570 nm
(deteccdo da forma reduzida) e 600 nm (detector da forma oxidada). A porcentagem de
inibicdo foi calculada de acordo com a férmula abaixo:

A — (4 = RO
% de inibicio = 100 — Asror — (Asoor )] X 100
[f'lsmcp - (ﬂeuucp X RUJ]

Nessa formula, As7o = absorbancia a 570nm, Asoo = absorbancia a 600nm, T = pogos
de tratamento, CP = pocos de controle positivo e RO é o fator de correcdo, calculado a partir
dos valores de absorbancia do controle negativo (CN), com auséncia de parasitos, contendo
apenas meio nutritivo e resazurina [RO = (As7ocn /Asoocn)].

Apesar de apresentar diversas vantagens, alguns fatores como a temperatura e o0 tempo
de incubagéo podem influenciar o metabolismo da resazurina, assim como as celulas mortas,
que podem produzir fortes sinais fluorescentes indicando resultados falso-positivos (BASTOS
et al., 2017). Devido a esses possiveis fatores de interferéncia, fez-se também a contagem dos
parasitos em cdmara de Neubauer.

Apos a triagem dos vinte e quatro compostos sintéticos a base de BPs, foi selecionado
0s que apresentaram inibicdo de promastigostas de L. amazonensis huma faixa superior a 50%

da concentracdo de 100 pM para determinagéo de valores de 1Cso.
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4.4 Avaliacdo in silico da interacdo dos compostos sintéticos a base de bisfosfonatos mais

promissores a enzima FPPS de L. major

Os compostos mais promissores a atividade antiparasitaria, foram utilizados também
para estudos de acoplamento molecular computacional, conhecidos como docagem,
ancoragem ou docking molecular, de modo que fosse observado as possiveis ligagdes entre 0s
compostos, 1656 e 1662, a proteina FPPS, encontrada em protozoarios de Leishmania.
Entretanto, como as estruturas quimicas dos compostos ndo possuem depdsito em bancos de
dados, seus desenhos em 2D foram realizados utilizando o ChemSketch v. 12.0 e em seguida,
com o auxilio do software Avogrado v. 1.2.0 foi obtido as estruturas tridimensionais de
ambos compostos. Para otimizar a topologia 3-D da estrutura quimica dos compostos foi
utilizado o software Automated Topology Build (ATB), onde as angulaces, torcdes, nivel
energético e a forma estrutural foram melhoradas. As estruturas proteicas cristalizadas da
proteina FPPS foi adquirida a partir do protein data bank (PDB — site https://www.rcsb.org/;

nimero de identificacdo: 4K10), entretanto o Unico deposito de Leishmania encontrado
refere-se a espécie L. major, e dos modelos validados, foi realizado o ancoramento usando o
software AutoDock Vina (PETTERSEN et al., 2004), que parametriza o ancoramento, onde a
estrutura proteica do parasito fica imdvel e os possiveis ligantes dos compostos é permitido o
movimento, na busca do melhor encaixe, sendo visualizado por meio do software UCSF
CHIMERA v.1.1.4 (TROTT; OLSON, 2012).

4.5 Avaliacdo dos possiveis mecanismos de atividade antiparasitaria de compostos

sintéticos a base de bisfosfonatos

Os compostos com significativa atividade antiparasitaria para promastigostas de L.
amazonensis foram submetidos ao ensaio de fixacdo de Anexina V conjugada com o
fluorocromo lIsotiocianato de fluoresceina (FITC - Annexin V FITC Apoptosis detection Kit -
Invitrogen) e lodeto de propidio (PI) para analise do possivel mecanismo de morte celular. A
anexina V-FITC é uma proteina de ligacdo a fosfolipidios dependente de Ca®* como a
fosfatidilserina (PS), que é exposto na superficie da membrana celular no estéagio inicial de
apoptose. Ja o Pl permea as celulas em decomposicéo e se liga ao DNA ou RNA, servindo
como marcador de um estagio de apoptose tardia ou necrose (ROM et al., 2016; YU et al.,
2020).


https://www.rcsb.org/
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Com isso, para o desenvolvimento do teste, inicialmente, 0os parasitos mantidos em
garrafas de cultivo de células foram transferidos para tubos falcon e centrifugados a 2000 rpm
durante 5 minutos a 4°C, posteriormente foram lavados e resuspensos com PBS 1x gelado e
adicionado 10 pl do marcador anexina V-FITC (marcador de apoptose) por um periodo de 15
minutos. Em seguida, foram novamente centrifugados e o pellet formado foi resuspendido
com PBS 1x gelado e adicionado o marcador Pl (marcador de necrose). A seguir a
porcentagem de células viadveis e apoptoticas foi determinada por leitura no citbmetro de fluxo
(FACSCanto 11, BD Biosciences, OR, USA) na UFRN, nos comprimentos de onda de 488 e
633 nm. Foram analisadas as marcacdes de morte celular nos estagios de apoptose inicial,
apoptose tardia e necrose nas concentracdes de 100uM e 50puM dos compostos 1656 e 1662,
apos 24 horas de tratamento. Os resultados foram descritos no software FlowJo (FlowlJo,
Ashland, OR, EUA) e 10.000 eventos foram quantificados para cada uma das analises

realizadas.

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelos programas Microsoft Excel®
(Microsoft Co.) 2016 e GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).
Os dados sdo expressos com valores médios e desvio padrdo, e analisados por variancia
(ANOVA) bem como o teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos compostos sintéticos a base de bisfosfonatos

Neste trabalho vinte e quatro compostos sintéticos a base de bisfosfonatos foram
produzidos na concentragdo de 10000 uM e codificados conforme a figura 10.

Figura 10 - Cddigo de identificacdo, estrutura quimica e massa molecular dos 24 compostos
sintéticos a base de BPs.
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(Continuagéo da figura 10)
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(Continuagéo da figura 10)
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Fonte: Autoria propria.

5.2 Triagem antiparasitaria de promastigotas de L. amazonensis por compostos

sintéticos a base de bisfosfonatos

Posteriormente, 0s 24 compostos sintéticos a base de bisfosfonatos, foram submetidos
a triagem parasitologica de 24 horas contra promastigotas de L. amazonensis, que apesar de
ser a forma evolutiva encontrada no inseto vetor, mas segundo Gadelha e colaboradores
(2020), apresentam uma boa inibicdo a via do ergosterol, uma vez que exibem uma alta

expressdo de FPPS avaliada por RNA.
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Figura 11 - Triagem antiparasitaria dos compostos sintéticos a base de BPs em promastigotas

de L. amazonensis.
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(Continuagéo da figura 11)
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(Continuagéo da figura 11)
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Inibicdo do crescimento de promastigotas de L. amazonensis por 24 compostos sintéticos a base de BPs. Os
parasitos foram ajustados a 1x107 parasitos/mL e incubados em triplicata na presenca de 100 a 1 uM de cada
composto. Os parasitos foram expostos ao tratamento de 24 horas, com a adi¢do de resazurina para leitura no
espectrofotdbmetro. Os valores sdo expressos com média + desvio padrdo do resultado obtido em trés testes

independentes em triplicata (n=3). Fonte: Autoria prépria002E

Nota-se neste trabalho que os compostos com cadeia lateral longa e sem ramificagdes
apresentaram maior atividade antiparasitaria, descritos como 1662 e 1656, na concentracao de
100 pM, exibiram valores de 88% (ICso = 52,86 uM) e 100% (ICso = 58,39 puM),
respectivamente (Figura 11 e Quadro 3). Em outros estudos, compostos derivados de N-BPs
com essas mesmas caracteristicas na cadeia lateral foram eficazes contra T. cruzi (GALAKA
etal., 2017) e T. brucei a 2,5x10° parasitos/mL durante tratamento de 72 horas (YANG et al.,
2015).
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Quadro 3 — ICsp dos compostos sintéticos a base de BPs sobre o crescimento de
promastigotas de L. amazonensis.

Cadigo de identificacdo Estrutura quimica 1Cs0 (LM)
®
1656 . on 58,39
HO— :00
dn
| AN
N: o
1662 ! ot 52,86
HO— ——oo
dn

ICso = Concentracao capaz de inibir em 50% o nimero de protozoarios em cultura. Fonte: Autoria prépria.

Além disso, observa-se que pequenas mudancas no nimero de carbonos na cadeia
alquil influenciam a acdo bioldgica desses compostos, como o0 1656 e 1662, que possuem
estruturas quimica semelhantes, divergindo apenas no nimero de carbonos, contento 13 e 12
carbonos, respectivamente (Quadro 3). Sendo que, 0 composto 1656 com o maior nimero de
carbonos, foi também o de maior atividade antiparasitaria (figura 11). Percebe-se esse mesmo
comportamento, com o ibandronato, um n- alquil bisfosfonato que possui uma cadeia lateral
com sete carbonos, e no estudo desenvolvido por Martin e colaborados (2002) apresentou ICso
=1 uM contra tripomastigotas de T. brucei.

Constata se também, que 0s compostos contento enxofre sdo exemplos interessantes
de antiparasitarios, como 1645, 1646, 1647, 1648, 1660 e 1664 (figura 11), sendo essa
caracteristica perceptivel quando comparamos 0s compostos 1661 e 1660, que possuem
estruturas quimica semelhantes, porém a presenca do nitrogénio no 1661 foi substituida pelo
enxofre no 1660, resultando um aumento de 9% da inibicdo parasitaria (figura 11).
Confirmando este conceito, Galaka e outros colaboradores (2019) reportaram que BPs
lineares contendo enxofre foram eficientes agentes anti- Toxoplasma.

Desses 24 compostos testados, com excecdo dos 1662 e 1656, os demais apresentaram
atividade antiparasitaria abaixo de 50%. Entretanto, todos obtiveram influéncia na redugéo
parasitaria contra 1x10’ promastigotas/mL de L. amazonensis, inclusive o menor valor
encontrado foi de 9% correspondendo ao composto 1639.

N-BPs, como o pamidronato, alendronato e risedronato, foram testados em diversos
estudos parasitolégicos, inicialmente em 1999, por Urbina e colaboradores, onde o
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pamidronato na concentragdo de 100 uM inibiu 85% (ICso = 65 uM) da proliferacdo in vitro
de amastigotas de T. cruzi. Um ano depois, Rodrigues e colaboradores (2000), utilizaram
pamidronato, risedronato e alendronato, nas concentra¢fes de 75 puM, 100 uM e 100 uM,
respectivamente, e apresentaram inibicdo intracelular para T. gondii de 70% (ICso = 42 uM),
50% (ICs0 = 95 uM) e 60% (ICso = 37 M), na mesma ordem, ap0s tratamento de 19 horas.

Em 2002, Martin e colaboradores usaram o risedronato nas concentragdes de 83,54;
27,85; 9,27; 3,09; 1,03 e 0,33 uM e observaram a inibicao de 100; 100; 86,49; 23,49; 19,30 e
0%, na mesma sequéncia das concentracdes, no crescimento de tripomastigotas de T. brucei
rhodesiense a 1x10° parasitos/mL com tratamento de 72 horas, e obteve um valor de ICsp =
4,12 uM. Ja, em 2004 o mesmo farmaco foi testado por Garzoni e colaboradores, para
inibicdo da proliferacio de 10° epimastigotas/mL das cepas Y e EP de T. cruzi, nas
concentragdes de 25 uM a 400 uM, e adquiriram valores de ICso = 30,3 uM e 26,4 uM, para
as ambas estirpes consecutivamente.

Em 2011, Jordao e colaboradores, notaram inibicdo de 55,2% (ICso = 20,3 uM) no
crescimento de Plasmodium falciparum (Agente causador da Maléria) apos 48 horas de
tratamento por risedronato, na concentracdo de 1000 nM. Por fim, no estudo desenvolvido por
Gadelha e colaboradores (2020), o risedronato, ibandronato e alendronato nas concentracfes 5
uM a 500 pM, com tratamento de 72 horas contra 10° promastigotas/mL de L. infantum,
obtiveram valores de ICsp, igual a 13,8 uM, 85,1 uM e 112,2 UM, respectivamente. Esses
resultados contribuem para o desenvolvimento de estudos acerca da atividade antiparasitaria

dos N-BPs e seus derivados.

5.3 Estudo in silico dos compostos a base de bisfosfonatos a proteina FPPS de L. major

O docking molecular é uma técnica computacional usada para prever como uma
proteina interage com os compostos ativos. Desta forma, através da figura 12 percebe-se que
0 ancoramento dos compostos mais promissores, 1656 e 1662 atuando no centro ativo das
estruturas proteicas cristalizadas da proteina FPPS de L. major, mostraram-se estaveis e com

interacOes entre seis pontes de hidrogénio em cada composto.
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Figura 12 — Modelo in silico dos compostos sintéticos a base de BPs mais promissores e a
proteina FPPS de L. major.

(A) Estrutura tridimensional da proteina FPPS de L. major, (B) interagdo da proteina FPPS com o composto

1656 e (C) e o composto 1662. Fonte: Autoria propria.

Corroborando com outros estudos, onde diferentes inibidores da classe N-BPs como, o
risedronato (CHENG; OLDFIELD, 2004; LIU et al.,, 2018; METELYTSIA et al., 2019),
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zoledronato (LIU et al., 2018) e alendronato (METELYTSIA et al., 2019), foram acoplados
com a enzima ligante FPPS e apresentaram fortes interacGes eletrostaticas atraves de pontes
de hidrogénio. Entretanto, essas fortes interagdes s6 foram observadas em BPs com presenca
de nitrogénio. Ha exemplo, foi o estudo desenvolvido por Montalvetti e colaboradores (2001),
onde o etidronato, bisfosfonato sem nitrogénio, ndo forneceu interacdo eletrostatica com o
sitio alvo, a proteina FPPS de T. cruzi, apenas uma interacdo hidrofébica minima. Ao
contrario, o risedronato, pertencente ao agrupamento dos N-BPs, demonstrou uma interacédo

eletrostatica muito mais favoravel com a proteina. e maior interacao hidrofdbica.

5.4 Andlise dos possiveis mecanismos da atividade antiparasitaria de L. amazonensis

apods tratamento com os compostos sintéticos a base de bisfosfonatos mais promissores

Os compostos 1656 e 1662 também foram avaliados por dupla fixagdo de Anexina V-
FITC (marcador de apoptose inicial) e Pl (marcador de apoptose tardia ou necrose). Sendo
assim, cada grafico (figura 13) é dividido por quatro quadrantes, quadrante 1 (Q1) indica as
células marcadas somente com PI (células em necrose), o quadrante 2 (Q2) representa as
células com dupla marcacdo, ou seja, com anexina V-FITC e Pl (células em apoptose tardia),
0 quadrante 3 (Q3) mostra as células marcadas somente com anexina V-FITC (células em
apoptose inicial) e o quadrante 4 (Q4) sdo das células que apresentaram nenhuma marcacgao
(células viaveis).

O tratamento com o composto 1656 ndo apresentou valores de inducdo de apoptose
nas concentracdes de 100 uM e 50 uM. Ja, o composto 1662 apresentou um total de apoptose
de 3,84%, distribuida em 3,22% em apoptose tardia e 0,62% em apoptose inicial na
concentracdo de 100 puM, e um total de apoptose de 1,75% na concentragdo de 50 pM,
distribuida em 1,61% em apoptose tardia e 0,14% em apoptose inicial. Também foi observado
0 efeito de necrose em ambos compostos, onde o 1662 apresentou maior resultado, com
valores de 17,7% na concentracdo de 100 uM e 12,4% em 50 uM, e o composto 1656 com

2,70% e 2,73% seguindo a mesma ordem de concentracdo (Figura 13).
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Figura 13 - Analise dos possiveis mecanismos da atividade antiparasitaria de L. amazonensis
tratados com 0s compostos 1656 e 1662.
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Composto 1662: 50 uM
Necrose (Q1): 12,4%
Apoptose (Q2+Q3): 1,75%
Células viaveis (Q4): 85,9%

Os compostos 1656 e 1662 nas concentraces de 100 uM e 50 uM, foram submetidos aos ensaios de fixa¢do por

Anexina V e Pl para avalicdo do mecanismo de morte celular de I. amazonensis, apds tratamento de 24 horas.
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(A) Controle com promastigotas ndo tratados com compostos; (B) Tratamento com o composto 1656 na
concentracdo de 100 uM; (C) Tratamento com o composto 1656 na concentracdo de 100 pM; (D) Tratamento
com o composto 1662 na concentracdo de 100 puM e (E) Tratamento com o composto 1662 na concentracdo de
50 M. Para analise dos gréaficos foi realizado o delineamento dos quadrantes, onde no quadrante inferior
esquerdo encontra-se a incidéncia de células viaveis (Q4) e no superior esquerdo a necrose (Q1). Ja no quadrante
superior direito, a incidéncia de apoptose tardia (Q2) e no inferior direito, as células em apoptose inicial (Q3).
Fonte: Autoria propria.

Estes dados indicam que os compostos 1656 e 1662 causaram alteragcbes na membrana
do parasito, gerando poros que possibilitem a permeabilidade do marcador Pl, que penetra e
fixa facilmente ao DNA ou RNA das membranas das células ndo viaveis, indicando morte
celular por necrose e/ou apoptose tardia (MASCOTTI; MCCULLOUGH; BURGER, 2000).
Além disso, os resultados sugerem que 0s compostos suscitam um mecanismo regulador de
morte celular diferente ou inibem possiveis alvos de fixagcdo do marcador anexina V, uma vez
que os bisfosfonatos possuem a capacidade de ligarem se a fons de calcio (Ca?")
(STEINMETZ et al., 2020), utilizado pela anexina V marcada com o fluorocromo FITC para
ligacdo com fosfolipidios com carga negativa, como a PS (ERAY et al., 2001), podendo gerar
competicdo pelo uso de fons de Ca?* entre os bisfosfonatos e a anexina V, ocasionando
impacto na viabilidade do ensaio de fixacdo por Anexina V.

Nesse sentindo, precisamos continuar os estudos sobre a atividade antileishmanial
desses vinte e quatro compostos sintéticos a base de bisfosfonatos para determinar o seu
potencial inibitério. Uma vez que, os dados apresentados sugerem que os N-BPs e seus
derivados podem ser potenciais candidatos a quimioterapia em uma variedade de doengas

infecciosas negligenciadas, incluindo a leishmaniose (ARIPIRALA et al., 2012).
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6 CONCLUSOES

Com esse trabalho vinte e quatro compostos sintéticos novos a base de bisfosfonatos
apresentaram inibicdo parasitaria contra promastigotas de L. amazonensis com tratamento de
24 horas, sendo que desses compostos, os denominados de 1656 e 1662, foram mais
promissores, por apresentarem inibi¢do acima de 50%.

No ensaio de docking molecular esses compostos mais promissores obtiveram
interacdes por pontes de hidrogénio com a enzima FPPS de L. major. Além disso, pelo ensaio
de fixacdo de Anexina V-FITC e lodeto de Propidio demonstraram necrose, e 0 composto
1662 apoptose tardia.

Devido ao bom desempenho in vitro dos compostos 1656 e 1662 frente a L.
amazonensis, sugere se que esses compostos sejam potenciais candidatos a quimioterapia.
Uma vez que a principal medida de controle dessa doenca é através de programas de
tratamento terapéutico, com este projeto de pesquisa pretende-se contribuir com as iniciativas
publicas encorajando novos estudos a identificar composto(s) ativo(s) para o controle da

leishmaniose.
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Abstract

This chapter aims to present and discuss the main cell culture techniques used
for the prowth and maintenance of the different evolutionary forms of the proto-
zoan Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of the Chagas disease. Chapas disease
is 2 neglected tropical disease endemic in several Latin American countries. Here,
we intend to present the main difficulties, advantages, and disadvantages of using
Trypanosoma cruzi cell culture in parasitic biology. Finally, we present the main
research opportunities in the context of Trypanosoma cruzi parasitic biology using
cell culture techniques, such as drug development, characterization of pharmaco-
logical targets, molecular markers for diagnosis, structural biology, and many other
biomedical applications.
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Abstrack Meglected tropical diseases such as Chagas disease and leishmaniasis affect millions of
people around the world. Both diseases affect various parts of the globe and drugs traditionally wsed
in therapy against these diseases have limitations, espedally with regard to low efficacy and high
tocicity. Im this context, the class of bisphosphonate-brased compounds has made significant adv ances
megarding the chemical synthesis provess as well as the pharmacological properties attributed to
these compounds. Among this spectrum of pharmacological activity, bisphosphonate compounds
with antiparasitic activity stand out especdially in the reatment of Chagas disease and leishmaniasis
caused by Trypanosona oz and Lashmania spp., respectively. Some bisphosphonate compounds can
inhibit the mevalonate pathway, an essential metabolic pathw ay, by interfering with the synihesis of
ergostetol, a sterol responsible for the grow th and viability of these parasies. Themwefore, this review
aims to present the information about the importance of these compounds as antiparasitic agenits and
as poential new drugs to treat Chagas disease and leishmaniasis.
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