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RESUMO

A leishmaniose ¢ considerada como doenga negligenciada pela Organizagdo Mundial da
Saude, onde o Brasil estd nas estatisticas mundiais de paises com maior prevaléncia dessa
patologia. Essa doenca engloba diversas manifestacdes clinicas que vao desde lesdes cutaneas
ulcerosas simples a formas mucocutaneas desfigurantes, e a forma visceral da doenca, que
pode ser fatal quando ndo tratada. O tratamento das leishmanioses ¢ feito através da
administracdo de antimoniais pentavalentes, que apresentam diversas limitacdes, como a
dolorosa administracdo por via parenteral e a elevada toxicidade, sendo pouco satisfatorios,
assim destaca-se a importdncia no desenvolvimento de novos medicamentos que sejam
capazes de diminuir esses efeitos. Diante disso, este trabalho propde um estudo in silico com
possiveis alvos terapéuticos e a avaliacdo da atividade anti-Leishmania in vitro de compostos
espiro-acridinicos frente as formas promastigota e amastigota da Leishmania infantum. Neste
estudo foram analisados 10 compostos espiro-acridinicos da série AMTAC. No estudo /in
silico, foram analisados docking molecular com as enzimas Esterol 14-alfa dimetilase,
Tripanotiona redutase e Topoisomerase I, utilizando o software Hyper Chem v. 8.0. As
estruturas tridimensionais das enzimas usadas no docking molecular, foram obtidas
diretamente do Protein Data Bank (PDB). Todos os compostos apresentaram interagdo com 0s
alvos estudados, do tipo pontes de hidrogénio e/ou hidrofébicas, que foram significativas.
Quanto a avaliagdo da atividade /n vitro anti-Leishmania, avaliada utilizando o teste
colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-difeniltetrazolio, foram observados
valores de ICsy de 1,109 a 6,058 pg/mL), com excecdo do AMTAC 09 (ICsp > 400 pg/ml). Os
resultados dos compostos estudados foram melhores do que o antimonial de meglumina
(ICso= 25610 +1,46pg/ml). Nesta série foi possivel observar através da relagdo estrutura-
atividade que o AMTAC 01 (IC 50= 2,039 + 0,06 pg/ml), tido como estrutura base para o
desenvolvimento dos variados spiro-acridinicos aqui estudados, € o AMTAC 11 (ICs=
1,109ug/mL), radical dimetilamino substituinte, parece favorecer a atividade farmacologica,
provavelmente devido aos efeitos eletronicos doadores e lipofilicos positivos. Quanto a
atividade na forma amastigota da Leishmania. infanfum dos compostos mais ativos, destaca-
se expressiva atividade do AMTAC 11 (ECsp= 0,974 £ 0,2 ug/mL), sendo maior que seus
controles positivos, antimoniato de meglumina (ECsp= 112.800 £12ug/Ml) e anfotericina B
(1,597+0,26 pg/ml). No estudo de docking molecular, os derivados espiro-acridinicos que
apresentaram melhor perfil de interagdo com os alvos estudados foram os AMTAC 13 (R;=
NO,) e AMTAC14 (R;= NO;) ¢ que também apresentaram uma atividade anti-Leishmania
expressiva. Nenhum dos derivados apresentou citotoxicidade para hemadcias de origem
humana (HCsp= > 400 pg/ml). Dessa forma, podemos concluir que os compostos espiro-
acridinicos apresentam potencial efeito contra a Leishmania, porém sdo necessarios estudos
mais aprofundados para uma melhor compreensao do seu possivel mecanismo de agao.

Palavras-Chave: Acridina; Docking molecular; Anti-amastigota; Anti-promastigota.



ABSTRACT

Leishmaniasis is considered as a neglected disease by the World Health Organization, where
Brazil is in the world statistics of countries with a higher prevalence of this pathology. This
disease encompasses several clinical manifestations ranging from simple ulcerous cutaneous
lesions to disfiguring mucocutaneous forms, and the visceral form of the disease, which can
be fatal when left untreated. The treatment of leishmaniasis is done through the administration
of pentavalent antimonials, which present several limitations, such as painful parenteral
administration and high toxicity, being unsatisfactory, highlighting the importance in the
development of new drugs that are able to decrease these effects. Therefore, this work
proposes an in silico study with possible therapeutic targets and the evaluation of the anti-
Leishmania activity /in vitro of spiro-acridine compounds against the promastigote and
amastigote forms of Leishmania infantum. In this study 10 spiro-acridine compounds of the
AMTAC series were analyzed. In the in silico study, molecular docking with the enzymes
Esterol 14-alpha dimethylase, Tripanotiona retutase and Topoisomerase I, using Hyper Chem
v. 8.0 software. The three-dimensional structures of the enzymes used in molecular docking
were obtained directly from the Protein Data Bank (PDB). All of the compounds showed
interaction with the hydrogenated and / or hydrophobic bridges studied, which were
significant. Regarding the evaluation of /in vitro anti-Leishmania activity, evaluated using the
colorimetric test of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide, 1C50
values of IC50 of 1.109 to 6.058 pg / mL were observed), except AMTAC 09 (IC 50> 400 pg
/ ml). The results of the compounds studied were better than the meglumine antimonial (IC50
= 25610 £ 1.46pg / ml). In this series, it was possible to observe the structure — activity
relation of AMTAC 01 (IC50 = 2.039 + 0.06 pug / ml), used as the base structure for the
development of the various spiro-acridines studied, and AMTAC 11 (IC 50 = 1.109ug / mL),
dimethylamino radical, seems to favor pharmacological activity, probably due to positive
electron donors and lipophilic effects. As for the activity in the amastigote form of
Leishmania infantum of the most active compounds, there is a significant activity of AMTAC
11 (ECso = 0974 £ 0.2 pg / mL), being greater than its positive controls, meglumine
antimoniate (ECso = 112,800 = 12pg / ml) and amphotericin B (1.597 + 0.26 pg / ml). In the
molecular docking study, the spiro-acridine derivatives that presented the best interaction
profile with the target were AMTAC 13 (R; = NO2) and AMTACI14 (R; = NO2) and also
showed significant anti-Le/shmania activity. None of the derivatives showed cytotoxicity to
erythrocytes of human origin (HC50 => 400 pg / ml). Thus, we can conclude that spiro-
acridine compounds have a potential effect against Leishmania, but more studies are needed
to better understand of its possible mechanism of action.

Keywords: Acridine; Molecular docking; Anti-amastigote; Anti-promastigote.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo diverso de patologias transmissiveis
que prevalecem em regides tropicais e subtropicais, principalmente atingindo populacdes que
vivem sem saneamento adequado e em estreito contato com vetores infecciosos, animais
domésticos e da pecuaria (WHO, 2017). Dentre as doengas negligenciadas, destacamos a
leishmaniose, que se enquadra como uma doenga infecto-parasitaria cujos agentes etiologicos
sdo protozoarios tripanosomatideos do género Leishmania que integram o conjunto das seis
doengas tropicais mais preocupantes na Africa, Asia ¢ América Latina, no qual esta associada
a desnutricao, moradia precdria, auséncia de respostas imunologicas adequadas, e a falta de
recursos da populacdo para o acesso ao tratamento (SOARES-BEZERRA et al., 2004;
SILVA, 2008; WHO, 2015).

Os principais vetores da leishmaniose sdo os mosquitos flebotomineos dos géneros
Lutzomyia e Phlebotomus (BASANO; CAMARGO, 2004; SILVA, 2004). Esta patologia
apresenta diversas manifestagdes clinicas que podem ser agrupadas em leishmaniose
tegumentar americana (LTA), doenca infecciosa caracterizada por lesdes ulcerosas cutineas
e/ou muco-cutaneas, e leishmaniose visceral (LV), onde a infec¢do acomete as visceras do
individuo, podendo levar o paciente a 6bito em quase 100% dos casos se o tratamento for
tardio (DAVID; CRAFT,2009; MURRAY et al., 2005; WHO, 2010).

O Brasil estd dentro das estatisticas mundiais como um dos paises com maior
prevaléncia dessa patologia, sendo relatado 3200 casos para a LV e 12590 para LTA no ano
de 2016, segundo o ministério da saude. A doenca ¢ geralmente caracterizada por grandes
surtos em cidades densamente povoadas (BRASIL, 2016 a; BRASIL, 2016 b).

Apesar da leishmaniose estar inserida no grupo de Doencas Tropicais Negligenciadas,
o arsenal quimioterapico utilizado no seu tratamento ¢ bastante limitado. Os antimoniais
pentavalentes sdo os principais medicamentos utilizados hd mais de sete décadas no
tratamento dos diferentes tipos de leishmanioses, apesar da dolorosa via de administracdo
parental, dos sérios efeitos colaterais e do surgimento de cepas resistentes (FEASEY et al.,
2010; FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009).

Devido a sua replicacdo rapida, protozoarios da familia a qual pertence a Leshmania
sp (Tripanosomatidae) demonstraram muitas semelhangas com as células tumorais e varias

das moléculas que apresentam atividade anti-tumoral tem sido testadas com sucesso para
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atividade leishmanicida (DELMAS et al., 2004; DI GIORGIO et al., 2007; JULIEN et al.,
2005; PRAJAPATI et al., 2012).

A acridina, que anteriormente era utilizada como corante, demonstrou ao longo dos
anos de pesquisa uma promissora arma terapéutica no uso clinico, quando em 1913 foi
utilizada na clinica médica com agao bactericida, por meio da agdo da proflavina e acriflavina
descoberta por Browning (ALBERT, 1966); e a partir de 1940, a mepacrina vem sendo
utilizada como composto antimaldrico e no tratamento do cancer (GREENWOOD, 1995).
Assim, desde a década de 1990, varios derivados de acridina, que tem revelado uma forte
atividade anti-proliferativa em células humanas transformadas, tém sido considerados
promissores como agentes antitumoral e para a terapia antiparasitdria (DELMAS et al., 2004;
DI GIORGIO et al., 2007).

A forte atividade dos derivados acridinicos se d4 devido a capacidade de intercalar os
pares de bases de DNA, levando a apoptose no ciclo celular (SONDHI et al., 2010). Dessa
forma, inspirado pela ampla gama de atividades biologicas uteis apresentada por estes
derivados e na continuagdo de nossos esfor¢os em busca de potenciais agentes leishmanicida,
este trabalho propde um estudo /n silico com proposta de caracterizar possiveis mecanismos
de agdo e avaliacdo da atividade anti-Leishmania in vitro de compostos espiro-acridinicos,

como candidatos a farmacos mais eficazes e menos toXicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar um possivel candidato a firmaco através de estudos in silico e in vitro de

derivados espiro-acridinicos com potencial atividade anti-Leishmania.

2.2 Especificos

# Realizar estudos de Docking molecular com os derivados espiro-acridinicos seus
respectivos possiveis alvos;

= Avaliar a atividade anti-Leishmania in vitro dos derivados espiro-acridinicos sobre
formas promastigotas de Leishmania infantum,

# Realizar um estudo de Relacdo Estrutura-atividade (SAR);

= Auvaliar a atividade anti-Leishmania dos derivados espiro-acridinicos mais promissres
sobre formas amastigotas de Leishmania infantum;

= Verificar a citotoxicidade dos derivados espiro-acridinicos através da atividade
hemolitica;

» Avaliar o indice de seletividade dos compostos em relagdo ao parasito e a atividade

hemolitica;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doencas tropicais negligenciadas: Leishmaniose

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTN) sdo compostas por infecgdes parasitarias
¢ bacterianas, dentre as quais esta a Leishmaniose. Em todo o mundo, cerca de 2 bilhdes de
pessoas estdo acometidas ao risco de contrairem as DTN’s e mais de 1 bilhdo de pessoas sao
afetadas por essas doengas, levando a morte de até meio milhdo de pessoas anualmente. A
leishmaniose visceral esta entre as trés DTN com maiores taxas de obito (HOTEZ et al., 2007;
MARTINS-MELO et al., 2016).

Estas doengas predominam em regides de clima tropical e subtropical, sendo
disseminadas em 149 paises e afetam mais de um bilhdo de pessoas, custando a economia
desses paises cerca de bilhdes de dolares a cada ano, sendo de comum ocorréncia,
principalmente em areas rurais e em alguns ambientes urbanos de paises de baixa renda da
Africa Subsaariana, Asia e América Latina (WHO, 2016).

As leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas pelo protozoario Leishmania.
Mais de 20 espécies de Leishmania conhecidas por serem infecciosas para humanos sdo
transmitidas pela picada de mosquitos flebotomineos fémeas dos géneros Lutzomyia e
Phlebotomus infectados. Existem dois tipos principais de leishmaniose, que podem ser
agrupadas em: leishmaniose cutanea ou tegumentar americana (LTA), a mais comum, doenca
infecciosa caracterizada por lesdes ulcerosas cutdneas e/ou muco-cutineas, e leishmaniose
visceral (LV), onde a infeccdo acomete as visceras do individuo, ¢ ¢ muitas vezes conhecida
como calazar (do indu kala-azar. kala = negra, azar = febre; termo empregado em virtude do
discreto aumento da pigmentagdo da pele durante a doenca em alguns pacientes), sendo a
manifestacdo mais grave da doenga podendo levar o paciente a dbito em quase 100% dos
casos se o tratamento for tardio (Figura 1) (DAVID; CRAFT, 2009; MURRAY et al., 2005;
WHO, 2016).
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Figura 1. Manifestacoes clinicas da leishmaniose tegumentar americana e visceral.

B C

Fonte: BRASIL, 2006; GOTO; LINDOSO, 2012. (A) LCL, caracterizada por lesdo unica de borda
elevada e fundo granulomatoso na regido maleolar externa; (B) LR, apresentando papulas e vesiculas ao
redor da lesdo curada da leishmaniose cutanea na perna;. (C) LD, apresentando multiplas lesdes
pequenas e ulceradas nas costas; (D) LCD apresentando lesdes tumorais e nodulos associados com
crostas e varias cicatrizes de lesdes anteriores na coxa esquerda. (E) LMC, apresentando destruicdo
parcial da regido nasolabial; (F) leishmaniose cutdnea atipica em um paciente infectado com o virus da
imunodeficiéncia humana apresentando miiltiplas maculas no térax e abdomen. (Inser¢do em F) ulcera
no pénis de um paciente com sindrome da imunodeficiéncia adquirida. (G) LV na fase inicial; (H) LV
no periodo final, caracterizada pela intensa desnutri¢do e hepatoesplenomegalia.

As estratégias para restringir esta doenca pode ser pelo controle vetorial, diagnostico

precoce e tratamento. Porém, torna-se um desafio seguir esses critérios, devido a falta de
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ferramentas de diagnostico adequado e de tratamento seguro (HOTEZ et al., 2007
MARTINS-MELO et al, 2016; WHO, 2016).

A LV era primariamente uma zoonose caracterizada como doenga de carater
eminentemente rural. Porém, vem se expandindo para areas urbanas de médio e grande porte
e se tornou crescente problema de satde publica no pais, sendo uma endemia em franca
expansdo geografica (BRASIL, 2014).

Esta patologia apresenta um alto indice de mortalidade no Brasil, estando na terceira
posicao logo apds a doenca de Chagas e esquistossomose, correspondendo a 90% dos casos
na América Latina. Em média, cerca de 3.500 casos sdo registrados anualmente e o
cocficiente de incidéncia ¢ de 2,0 casos/100.000 habitantes. Nos ultimos anos, a letalidade
vem aumentando gradativamente, passando de 3,1% em 2000 para 6,7% em 2012 (BRASIL,
2014; MARTINS-MELO et al, 2016)

A LV ¢€ relatada em 21 estados do Brasil, com maior incidéncia na regido Nordeste
(Figura 2). Essa forma da doenga ¢ potencialmente fatal se ndo diagnosticada e tratada
prontamente e € responsavel pela maioria dos o0bitos por leishmanioses (MARTINS-MELO et
al., 2016).

Figura 2. Casos de Leishmaniose Visceral por regides brasileiras, 2006 a 2015
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Fonte: BRASIL, 2016.
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3.2 Ciclo de vida de Leishmania sp

A descoberta dos agentes etiologicos da leishmaniose ocorreu no final do século XIX,
quando Cunningham, em 1885 na India, descreveu formas amastigotas em casos de Calazar.
Em 1903, Leishman e Donovan realizaram as primeiras descri¢gdes do protozoario responsavel
pelo Calazar indiano, denominado mais tarde como Leishmania donovani (figura 3) (RATH
et al.,, 2003). No ciclo de vida da Leishmania infantum (chagasi), agente etiologico da
leishmaniose visceral no Novo Mundo, a transmissdo ocorre, principalmente, através da
picada de fémeas de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis. Esta espécie tem
demonstrado uma grande capacidade de se adaptar em varios ambientes, aumentando muito a
densidade destes insetos dentro e ao redor de habitacdes humanas facilitando a transmissao da
doenga (BARATA, 2005).

Figura 3. Taxonomia de Leishmania sp.
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Fonte: WHO, 2010.

O parasita tem um ciclo de vida digenético alternando entre o hospedeiro mamifero ¢ o
vetor que, por sua vez, sdo mosquitos flebotomineos (Ordem Diptera; Familia Psychodidae;
Sub-Familia Phlebotominae). Estes sdo insetos pequenos (geralmente 1.5 - 2 mm) e sdo
encontrados principalmente em regides tropicais e subtropicais (BASANO; CAMARGO,
2004; DOSTALOVA; VOLEF, 2012; SILVA, 2008;).
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Os flebotomos diferenciam-se entre os géneros Lutzomyia no Novo Mundo e
Phlebotomus no Velho Mundo nos quais transmitem espécies de Leishmania patogénicas para
seres humanos (Figura 4). O parasita alterna seu ciclo de vida entre o trato digestivo do vetor
e o fagolisossoma dos macrofagos hospedeiros vertebrados (ADAUI et al., 2011,
CONCEICAO, 2015; DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Figura 4. Hospedeiro invertebrado de Leishmania sp.

_? \-\

Fonte: BRASIL, 2006. (A) Phlebotomus papatasi, (B) Lutzomyia longipalpis;

Os parasitas causadores da leishmaniose se apresentam na forma amastigota e
promastigota. A forma amastigota possui uma estrutura arredondada ou ovalada sem flagelos,
que se alojam nos fagossomos dos mondécitos/ macréfagos dos hospedeiros vertebrados,
enquanto que a promastigota ¢ alongada, e flagelada, que ficam livres na corrente sanguinea
(BASANO; CAMARGO, 2004; BATES; ROGERS, 2004; GOMES; OLIVEIRA, 2012;
SILVA, 2008).

O desenvolvimento da Leishmaia sp. no vetor ¢ iniciado quando este ingere o sangue
contendo macrofagos infectados com amastigotas no hospedeiro vertebrado. A alteracdo das
condigdes no processo de deslocamento do hospedeiro mamifero para o intestino médio do
mosquito (tal como diminui¢do da temperatura e aumento do pH) desencadeia na
transformag¢do morfologica e no desenvolvimento do parasita (BATES; ROGERS, 2004;
DOSTALOVA; VOLF, 2012).

No trato digestivo do inseto, as formas amastigotas se transformam em promastigotas
prociclicas, forma avirulenta, fracamente mével com um flagelo curto e que se replicam
intensamente. Posteriormente os parasitas comecam a retardar a sua replicacdo e passam a se
diferenciar em nectomonada, de forte motilidade. Eles se movem em dire¢do ao intestino
médio anterior e depois se desenvolvem em leptomonadas, as quais se multiplicam

intensamente resultando em um aumento da infec¢do no intestino anterior do inseto.
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Finalmente, a Leishmania se transforma no estado metaciclico infeccioso (BATES; ROGERS,
2004; DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Ao realizarem o repasto sanguineo, as fémeas infectadas depositam no hospedeiro
vertebrado a forma promastigota metaciclica que ¢ capturada pelas células fagociticas do
hospedeiro, diferenciando-se em amastigotas no interior destas (Figura 5) (ADAUI et al,
2011; CONCEICAO, 2015; DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Figura 5. Ciclo de vida da Leishmania sp
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Fonte: Nursing, 2017.

Por fim, as amastigotas, quando sobrevivem aos mecanismos microbicidas das células
fagociticas, replicam-se até provocar o rompimento celular sendo liberadas para o meio
extracelular e podendo infectar mais células fagociticas, dando continuidade ao ciclo de
transmissdo (CONCEICAOQ, 2015; DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Cada forma das leishmanioses apresenta um perfil epidemioldgico distinto, nas quais
suas manifestagoes clinicas variam. Diversos fatores irdo influenciar no tipo de manifestacao
clinica a ser desenvolvida, dentre eles podemos destacar a espécie de Leishmania sp. presente
na infeccdo (infectividade, patogenicidade e viruléncia), fatores ambientais, além da
capacidade imunologica e constituicdo genética do hospedeiro vertebrado infectado
(BOGDAN et al., 1996; BRASIL, 2007; MURRAY et al., 2005; WHO, 2010).
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As manifestacdes clinicas da Leishmaniose apresentam-se de duas formas distintas, de
forma geral, a depender dos fatores citados anteriormente. A LTA possui o sitio de infeccio
na derme. A presenta como caracteristica principal lesdo tipica, ulcera indolor, de bordo
elevado e fundo granuloso. Podem haver recidiva a partir da lesdo ativa (ou préxima) a borda
da lesdo curada ou uma cicatriz, que se desenvolve com ou sem tratamento ap6s um periodo
variavel.

Ainda existe a Leishmaniose Difusa (LD), que se apresenta como ulceras multiplas e
pequenas (10-300 lesdes) em diversas areas do  corpo, resultantes da disseminagao
hematogénica ou linfatica, geralmente encontrada em pacientes imunodeprimidos. Essas
formas sdo causadas principalmente pelas espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V.) lainsoni ¢ L. (L.) amazonensis (BRASIL, 2007, DAVID; CRAFT, 2009; GOTO;
LINDOSO, 2012).

A LV, também conhecida como calazar (do indu kala-azar: kala = negra, azar = febre;
termo empregado em virtude do discreto aumento da pigmentacao da pele durante a doenca
em alguns pacientes), ¢ uma doenga sistémica, que ¢ caracterizada por febre de longa duragao,
astenia, adinamia e¢ anemia, substancial perda de peso, pancitopenia, acometimento das
visceras do hospedeiro pelo parasito, apresentando organomegalia especialmente no figado e
bago (CHAPPUIS et al., 2007). No Brasil, ela é causada principalmente pela espécie L. (L.)
chagasi, sinonimia de L. (L.) infantum (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014) e quando ndo
tratada, pode evoluir para 6bito em mais de 90% dos casos (BRASIL, 2014; MURRAY et al.,
2005).

3.3 Terapéutica da Leishmaniose

O tratamento medicamentoso para a leishmaniose esta disponivel desde o inicio do
século XX, mas apenas alguns medicamentos foram desenvolvidos para uso. No inicio, 0
Tartarato de potdssio e de antimonio (SbIIl) foi a unica alternativa terapéutica para a
leishmaniose. No Brasil foi utilizado pela primeira vez no tratamento da leishmaniose
tegumentar em 1913 por Gaspar Vianna. Na leishmaniose visceral o farmaco so foi utilizado
dois anos apos, na Italia e, devido a sua toxicidade, dificuldades de administracao e eficacia
insatisfatoria, foram finalmente substituidos por farmacos antimoniais pentavalentes (SbV)
(BRASIL, 2006; GOTO; LINDOSO, 2010; MAYRINK et al., 2006).

Os derivados SbV, s6 foram introduzidos no Brasil a partir da década de 40 ¢, desde

entdo, os mesmos t&m sido considerados como drogas de primeira escolha para o tratamento
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(BRASIL, 2006; GOTO; LINDOSO, 2010). Apesar das suas contra-indicagdes para doentes
idosos e outras condigdes, como cardiopatia, nefropatia e gravidez, os antimoniais ainda
representam a terapia padrao para a leishmaniose (MAYRINK et al., 2006).

Embora se observe diferengas entre espécies de Leishmania, suscetibilidade a
farmacos e distintas manifestagdes entre a leishmaniose do Velho Mundo e do Novo Mundo,
os mesmos farmacos sdo utilizados para tratamento (GOTO; LINDOSO, 2010).

Existem no mercado atualmente dois farmacos de SbV disponiveis: o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sodio (Pentostan™) (Figura 6), ndo
parecendo existir diferencas quanto a eficdcia terapéutica destas formulagdes. No Brasil, a
unica formulagdo disponivel ¢ o antimoniato meglumina, que vem sendo distribuida pelo
Ministério da Saude em ampolas, porém estas devem ser armazenadas em local fresco e ao
abrigo da luz, para evitar problemas na estabilidade do medicamento (BASANO;
CAMARGO, 2004; BRASIL, 2006; RATH et al., 2003; SANTOS et al., 2012; SOARES-
BEZERRA et al., 2004).

Figura 6. Estrutura do antimoniato de meglumina (A) e estibogluconato de sodio

(B), respectivamente
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Fonte: FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009.

O mecanismo de a¢do dos antimoniais ainda ndo foi claramente elucidado, porém dois
modelos de mecanismo de agdo sdo propostos para a atividade dos antimoniais pentavalentes
contra a leishmaniose: De acordo com o modelo Prodrug, os dados sugerem que
possivelmente os SbV, dentro das células hospedeiras, cruzam a membrana fagolisossomal e
sdo convertidos em antimonio trivalente (SbIIl). Em seguida, o SbIII atua contra amastigotas
ao comprometer o potencial redox, induzindo o efluxo de tidis intracelulares e,

consequentemente, inibindo a tripanotiona redutase (TR). A redu¢do de SbV pode ser ndo
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enzimatica, devido a condi¢do 4cida no interior dos macrofagos (Figura 8) (FREITAS-
JUNIOR et al, 2012; FREZARD, DEMICHELI, RIBEIRO, 2009).

Ja de acordo com o modelo Active SbV, este exibe atividade anti-Leishmania
intrinseca, e podem atuar inibindo a atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos na
forma amastigota. O SbV também pode eliminar os parasitas por mecanismos indiretos, como
o aumento dos niveis de citocinas, € também atuam no DNA, induzindo danos ao mesmo in
vivo (Sb (III) em baixas concentragdes induzem a fragmentagdo do DNA, sugerindo a
aparicao de eventos tardios de morte celular programada) e inibindo DNA topoisomerase I
(BRASIL, 2006; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; FREZARD, DEMICHELI RIBEIRO,
2009).

Figura 7. Dois modelos principais propostos para o mecanismo de agdo dos
antimoniais pentavalentes contra a leishmaniose.
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Fonte: FREZARD, DEMICHELI, RIBEIRO, 2009 (ADAPTADO).

Apesar de décadas de seu uso, esses medicamentos apresentam diversas limitacdes,
como a dolorosa administragdo por via parenteral, com tratamento de aplicacdo didria durante
pelo menos trés semanas (geralmente 20mg/Kg/dia por 20-30 dias), e a elevada toxicidade,
exigindo, assim, a internagdo do paciente para um tratamento mais seguro (FREZARD,
DEMICHELI & RIBEIRO, 2009).

Os efeitos adversos dos antimoniais sdo bem conhecidos: toxicidade pancredtica,
artralgia, mialgias, dores abdominais, diarreia, ¢ aumento da diurese por perda transitoria da

capacidade de concentragdo urinaria, erupgdes na pele, hepatoxicidade (pode ocorrer em até
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50% dos pacientes tratados) e distirbios cardioldgicos (BALANA-FOUCE et al., 1998;
BRASIL, 2006; FREZARD, DEMICHELI& RIBEIRO, 2009; NEVES et al, 2011).

A cardiotoxicidade dos antimoniais traduz-se, principalmente, por distarbios da
repolarizacdo ventricular. Por serem drogas potencialmente arritmogénicas, os antimoniais
pentavalentes estdo contraindicados em pacientes que fazem uso de beta-bloqueadores
(principalmente Sotalol e Propranolol) ou antiarritmicos, como a amiodarona e quinidina, e
em mulheres gravidas nos dois primeiros trimestres da gestacdo (BRASIL, 2006; NEVES et
al, 2011).

As reagdes adversas, reversiveis apos o tratamento, sdo secundarios a competigdo da
droga com o hormonio antidiurético nos tubos coletores renais. Face a excrecdo renal dos
antimoniais e a inexisténcia de tabela de ajuste de doses na insuficiéncia renal, contraindica-se
0 seu uso em pacientes com qualquer grau de insuficiéncia renal. Nestes casos, a droga de
escolha ¢ o desoxicolato de anfotericina B ou sua formula lipossomal. Diante da auséncia de
estudos conclusivos sobre a teratogenicidade dos antimoniais no periodo gestacional, a
anfotericina B (Figura 8) também ¢ a droga de escolha para tratamento da leishmaniose

cutanea durante a gravidez. (NEVES et al, 2011; WHO, 2010).

Figura 8. Estrutura da Anfotericina B (AmB).
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Fonte: CROFT et al., 2006.

A Organiza¢do Mundial da Saude recomendou o uso de formulacdes de Anfotericina
B lipossomal, onde este farmaco encontra-se encapsulado em lipossomas, com base em sua
maior eficcia e seguranca (menor toxicidade), entretanto, o principal fator limitante foi o
custo elevado. Mesmo com o tratamento adequado, a ocorréncia de recidivas é possivel
(BASANO; CAMARGO, 2004; RATH et al., 2003; SANTOS et al.,, 2012; SOARES-
BEZERRA et al., 2004; WHO, 2010).
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A anfotericina B tem sido utilizada para o tratamento da leishmaniose e ¢ o farmaco de
escolha em algumas partes do mundo. Descoberta em 1956, ¢ um antibidtico
macrolideopoliénico, que atua a partir da interagdo com o ergosterol presente na membrana de
Leishmania, modificando a permeabilidade da membrana celular, que consequentemente
promove um influxo de ions no parasita, tanto promastigotas quanto amastigotas, levando a
morte celular. E altamente toxico, exigindo administracdo intravenosa, e ¢ contraindicada em
cardiopatas, hepatopatas e, especialmente, nefropatas. Os efeitos adversos mais frequentes sdo
febre, nauseas, vomitos, hipopotassemia e flebite no local da infusio (BHATTACHARYA et
al, 2004; FREITAS-JUNIOR et al., 2012; GOTO; LINDOSO, 2010; NEVES et al., 2011;
SUNDAR et al, 2000).

Outro farmaco utilizado na clinica ¢ o Isotionato de pentamidina (Figura 9), que tem
sido utilizado com sucesso no tratamento da 3, ou na impossibilidade de seu uso. Este
medicamento ¢ administrado por via intramuscular ou, de preferéncia, por infusdo
intravenosa. Seu mecanismo de agdo se ocorre pela inibigdo da sintese de DNA do parasita,
modificando a morfologia do cinetoplasto, que promove a fragmentagdo do sistema
mitocondrial, eliminando-o. Hipoglicemia e hiperglicemia sdo os principais efeitos adversos
da pentamidina, no qual limitam o seu uso (GOTO; LINDOSO, 2010; NEVES et al., 2011,
WHO, 2011; BHATTACHARYA et al, 2004; SUNDAR et al, 2006).

Figura 9. Estrutura molecular da Pentamidina.
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Fonte: CROFT et al., 2006.

Além disso, este farmaco foi utilizado como alternativa de segunda linha em
tratamento LV resistente. A alta toxicidade combinada com a diminui¢do da eficacia no
tratamento de pacientes que sugerem resisténcia, levou a um completo abandono desse
firmaco para esse tratamento na India. No entanto, a Pentamidina ainda ¢ valiosa para
terapias combinadas (FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

Outra droga alternativa utilizada nas formas resistentes ao tratamento convencional, ¢

a Miltefosina. Ela foi originalmente estudada como agente antitumoral, mas ndo apresentou
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relevante atividade para essa indicagdo (Figura 10). Apos descobrirem que a miltefosina era
ativa contra Lefshmania in vitro e, apos utilizagdo oral, em animais, a droga foi desenvolvida
em uma parceria publico-privada para o tratamento de LV. Ensaios na India indicam que a
miltefosina ¢ eficaz e bem tolerada tanto em adultos como em criangas, no qual pode ser
recomendado como a primeira escolha para o tratamento da LV na infancia

(BHATTACHARYA et al., 2004; SUNDAR et al., 2006; WHO, 2010).

Figura 10. Estrutura da Miltefosina.

Fonte: NAGLE et al., 2014.

Contudo, o seu uso tem sido associado a teratogenicidade, comprovado em estudos
com animais, e, portanto, ndo devem ser prescritos para mulheres gravidas
(BHATTACHARYA et al., 2004).

Alguns relatorios demonstram a eficacia do fluconazol, cetoconazol e itraconazol
(Figura 11) para o tratamento desta patologia. Estes farmacos inibem a 14-alfa-desmetilacao
de lanosterol ao ergosterol na sintese da parede celular e promove permeabilidade a
membrana do parasita (ANSARI et al., 2017; NAGLE et al., 2014).
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Figura 11. Estruturas do Cetoconazol (A), Fluconazol (B) e Itraconazol (C)
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Fonte: NAGLE et al., 2014.

Conforme indicado, todos os principais medicamentos utilizados individualmente para
o tratamento da leishmaniose apresentam inconvenientes. A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) encoraja os paises a adotarem politicas baseadas em terapias combinadas quando
disponiveis. No entanto, a falta de adequacdo para a administragdo no campo, toxicidade e
principalmente problemas de resisténcia as terapias atuais, destacam a necessidade de novos

medicamentos para pacientes acometidos por esta patologia (WHO, 2010).

3.4 Resisténcia ao tratamento farmacolégico atual

Um dos grandes problemas associados a terapéutica da leismaniose ¢ o seu pequeno
arsenal de drogas disponiveis que, além de apresentar toxicidade, apresenta crescente
resisténcia, ocasionando falha no tratamento. A resisténcia multidrogas ¢ um fendmeno
complexo, que depende de fatores genéticos, dos parasitas e do hospedeiro, além de condig¢des
ambientais (HEFNAWY et al., 2016; MESSARITAKIS et al., 2013).

O uso dos medicamentos antimoniais pentavalentes convencionais para o tratamento
da Leishmaniose visceral estd ameagado pelo desenvolvimento da resisténcia (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Em geral, a resisténcia ¢ definida como um declinio na

eficdcia a uma droga contra uma populagdo de microrganismos previamente susceptiveis a
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esse composto. Esta definicdo pressupde que a susceptibilidade original da populacdo ¢
conhecida, o que nem sempre ¢ o caso da Leishmania. De fato, a resisténcia contra um
determinado medicamento pode ser natural ou pode ser adquirido quando os microrganismos
sdo expostos a doses insuficiente de drogas (PONTE-SUCRE; 2003).

O tratamento medicamentoso pode ser complicado pela variagdo na sensibilidade das
espécies de Leishmania as drogas, variacdo na farmacocinética dos medicamentos e variagao
na interagdo imune-resposta do farmaco no hospedeiro. O estado imunolédgico dos pacientes
com leishmaniose ha muito tempo ¢ conhecido por afetar a eficacia da droga. Isto provou ser
de particular importancia em relagdo ao tratamento antimonial, onde ha auséncia de uma
resposta imune mediada por células T e mutua exacerbagao da infeccdo (CROFT; SUNDAR;
FAIRLAMB, 2006).

Na Europa ¢ no Brasil, pacientes imuno-comprometidos infectados com Leishmania
infantum atualmente apresentam resisténcia a essas drogas ou recaidas frequentes. Entretanto,
mesmo em hospedeiros imuno-competentes, ja ha relatos da falta de resposta primdria ao
Glucantime®, e assim se observa que a eficacia clinica dos antimoniais parece diminuir
durante as recorréncias (LOISEAU; BORIES, 2006).

As propriedades farmacocinéticas de um farmaco também podem determinar a sua
eficacia, pois os locais de infeccdo na leishmaniose englobam os Orgdos viscerais (medula
Ossea, figado e baco), a pele ou a mucosa nasal. Existem poucos estudos estabelecidos sobre o
metabolismo dessas drogas. Estudos experimentais sugerem que a propria infecgdo visceral
pode alterar o metabolismo do fairmaco ao diminuir os niveis de citocromo P450 no tecido
hepatico (COOMBS et al., 1990; SAMANTA et al., 2003).

Entretanto, dados da literatura relatam que o gene PGPA (Phosphatidyl
glycerophosphatase A) codificador do transportador ABC, ¢ responséavel pelo mecanismo de
resisténcia a partir do efluxo de farmacos, e ¢ frequentemente amplificado em Leishmania
contribuindo para este mecanismo contra os antiparasitdrios com base em antimonio e
arsénico (LAGE, 2003).

Diante desta realidade, o desenvolvimento de um maior arsenal quimioterapéutico ¢
necessario, que também superem as limitagdes acima mencionadas. Existe uma necessidade
urgente de compreensdo das relagdes estrutura-atividade dessas bombas de efluxo que estdo
subjacentes ao seu mecanismo de transporte e seletividade de drogas. Este conhecimento pode
permitir o desenho racional de novos medicamentos que podem inibir ou contornar a

atividade desses transportes MDR (Multiple drug resistence- Resisténcia a multiplas drogas).
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3.5 Novos arsenais terapéuticos para o tratamento da leishmaniose

Em detrimento da resisténcia aos antimoniais ¢ o fato de que nao existem vacinas para
a prevengdo da leishmaniose, hd uma busca pelo avanco do desenvolvimento de novos
farmacos para esta doenga.

Segundo Freitas et al (2012), tem sido realizada a busca por novos tratamentos para
doengas tropicais através do reposicionamento de drogas ja existentes. Um senso de urgéncia
para tratar essas doencas levou a abordagens pragmaticas com objetivos de curto e médio
prazo, favorecendo a avaliagdo da terapia combinada e a reutilizacdo de drogas conhecidas.

Esta estratégia reduz consideravelmente o tempo e o custo para ter um tratamento
aprovado apos a confirmagdo da eficacia, com a maioria dos dados toxicologicos e testes
clinicos ja disponiveis. Dadas as necessidades de desenvolvimento de medicamentos para a
leishmaniose mais eficazes e melhores, esta estratégia ¢ aceitdvel a curto prazo, mas para uma
solucdo a médio ou longo prazo, uma abordagem diferente deve ser considerada para
encontrar novos farmacos melhores e especificos.

A anfotericina B lipossomal é um exemplo disso. O efeito toxico ¢ muito menor para
infecgoes fungicas e foi explorado para o tratamento da leishmaniose. No entanto, o alto custo
destas preparacdes exclui o seu uso nos paises subdesenvolvidos. Novas formulacdes
envolvendo microcapsulas feitas de albumina, no qual ¢ um sistema transportador mais barato
e efetivo, foram testadas em Leishmania infantum. A forma encapsulada testada obteve maior
eficdcia para a forma amastigota intracelular e ndo apresentou citotoxicidade para células de
camundongos (CROFT et al.,2006; TTUMAN et al., 2011).

A Miltefosina foi registrada na India para o tratamento da leishmaniose visceral em
2002, porém tem exibido potencial teratogénico e, portanto, ndo deve ser administrado a
mulheres gravidas. Seus andlogos, edelfosina, ilmofosina e perifosina, provaram possuir
potente atividade /n vitro antiparasitaria (CABRERA-SERRA et al., 2007; CROFT et al.;
2006; HOTEZ et al, 2012; SANTA-RITA et al., 2004).

O Sitamaquine (Figura 12) ¢ uma opcdo terapéutica oral promissora para o tratamento
da leishmaniose visceral na Africa, e em um periodo de 28 dias de tratamento foi eficaz e bem
tolerado em 61 pacientes quenianos infectados por L. donovani, com a dose testada de 2,0 mg
/ kg / dia. Contudo, sdo necessarios mais estudos para definir a sua dose ideal. Alguns efeitos
adversos incluiram dor abdominal, dor de cabega ¢ intoxicacdo renal (CROFT et al.,2006;

FREITAS-JUNIOR et al., 2012; HOTEZ et al., 2012; TIUMAN et al., 2011).
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Figura 12. Estrutura do Sitamaquine.
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Fonte: CROFT et al., 2006.

A paromomicina (Figura 13) ¢ um aminoglicosideo usado para o tratamento de
doencas bacterianas. No entanto, ela também mostrou ter ampla atividade antiparasitaria ndo
compartilhada pelos outros aminoglicosideos. Tanto a forma visceral quanto cutanea pode ser
tratada com este antibidtico, mas uma fraca absor¢do oral levou ao desenvolvimento de
formulagdes parentéricas para as formas visceral (CROFT et al., 2006; HOTEZ et al., 2012;
SINGH & SIVAKUMAR, 2004; TIUMAN et al., 2011).

Figura 13. Estrutura da Paronomicina.
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Fonte: NAGLE et al., 2014.

Ao longo das ultimas décadas, poucas drogas alternativas ou novas formulagdes
referentes aos antigos farmacos estdo disponiveis, mas, at¢é o0 momento, nenhuma delas ¢ ideal
para o tratamento, devido a alta toxicidade, problemas de resisténcia, ou via inadequada de

administracdo. Além disso, muitos pacientes sdo incapazes de completar o tratamento
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completo, aumentando o risco de desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos
(FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

Para identificar os pontos de partida para a descoberta de medicamentos para a
leishmaniose, podem ser realizadas duas abordagens, a abordagem do alvo molecular
(geralmente referida como baseada no alvo) e a abordagem fenotipica (GILBERT et al.,
2011).

A maior parte dos compostos organicos sintetizados para avaliacdo de atividade
antiparasitaria, em especial, frente a espécies de Leishmania sdao de cadeia heterociclicla,
sendo bons candidatos a farmacos (AGARWAL et al.,, 2005; BELLO et al., 2011;
FERREIRA et al, 2007; MARCHAND et al., 2015; SUNDURU et al, 2006). Destaca-se os
compostos que possuem uma fracdo nitro-heterociclica, e sua capacidade de induzir o parasito

ao estresse oxidativo (SILVA et al., 2016).

3.6 Acridina e seus derivados

A acridina é um tipo de composto aromatico policiclico com estrutura m-conjugada.
Tais derivados possuem estrutura planar como nucleo principal da molécula, sendo trés anéis
aromaticos com um deles heteroaromatico (figura 14), e também podem ser chamados de
dibenzol[ b,e]piridina, benzo[b] quinolina, 2,3,5,6-dibenzo-piridina ou 10-azaantraceno (GAO
et al., 2015; SANCHEZ, 2006; SCHMIDT; LIU, 2015; ZHANG et al., 2014).

A acridina e seus derivados foram utilizados primeiramente como corante até o final
do século XIX, porém foi a partir da Primeira Guerra Mundial, que suas propriedades
farmacolédgicas foram avaliadas. Atualmente, mais e mais derivados de acridina vem sendo
desenvolvidos como drogas quimioterapéuticas, especialmente como agentes antitumorais
devido a sua capacidade de intercalar o DNA, e induzir a inibi¢cdo de enzimas nucleares como
as topoisomerases (CHARMANTRAY et al., 2001; GAO et al., 2015).
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Figura 14. Estrutura quimica da acridina e suas atividades biologicas.
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Fonte: SCHMIDT; LIU, 2015.

Exemplos de andlogos naturais de acridina sdo alcaloides de acidos acrilicos isolados
de plantas ¢ alcaloides de piridoacridina extraidos de varios organismos marinhos. Os
farmacos sintéticos ou naturais de acridina mostraram a capacidade de intercalar a cadeia
dupla de DNA e inibir as enzimas topoisomerase ou telomerase, sendo um dos principais
mecanismos que tem caracterizado a atividade biologica destes compostos. Numerosas
analises sobre a utilidade desses analogos ja foram publicadas (CHOLEWINSKI et al., 2011;
GAO et al., 2010; JANOVEC et al., 2011; LAFAYETTE et al., 2013; LIU et al., 2010).

A Amsacrina (m-AMSA) (Figura 15) foi a primeira droga sintética com mecanismo
de intercalagdo de DNA a mostrar eficiéncia clinica (DENNY, 2002), ¢ um derivado 9-
anilinoacridinico utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer, ¢ foi uma das
pioneiras no tratamento contra leucemia promielocitica, sendo o primeiro farmaco no qual
o seu modo de acdo foi previsto como uma interagdo com o complexo DNA-
Topoisomerase Il (BARROS et al.,2012; CHILIN et al., 2009).

Figura 15. Estrutura da Amsacrina (m-AMSA)
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Fonte: ZHANG et al., 2014.
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Os compostos acridinicos compartilham a propriedade comum da intercalagdo de
DNA. Isto ocorre devido a presenca do grupo cromoéforo que da a estas moléculas uma
estrutura planar que lhes permite ligarem-se ao DNA por empilhamento entre pares de bases.
Esta capacidade de intercalacdo confere as moléculas uma alta afinidade ao DNA, que
geralmente ¢ considerado como o alvo biolégico para agentes anticincer. A capacidade de
causar um grande nimero de rupturas no DNA estimula processos metabdlicos como
recombinagdo e mutagdo, que desencadeia a morte celular (Apoptose) (CHARMANTRAY et
al., 2001; LANG et al.,2013; OLSZEWSKA et al., 2014; ZHAO et al, 2013).

A atividade destes compostos ocorre devido a interagdo com o DNA, ligando-se de
forma ndo covalente através de trés modos: intercalagdo, ligacdo ao sulco e intercalagdo
“threading”™ (figura 16) (LAFAYETTE et al., 2013; ZHAO et al., 2013). Onde, a estrutura
plana heterociclica e poliaromatica da acridina se encaixa de forma eficaz na distancia entre
duas cadeias de polinucledtidios e a intercalacdo da fracdo de acridina perturba seu papel
crucial na divisdo celular (CHARMANTRAY et al., 2001; CHOLEWINSKI et al., 2011).

Os andlogos da acridina representam uma classe muito interessante, exibindo outras
formas de bioatividade, como, por exemplo, antimicrobiana (PATEL, et al., 2006), anti-
inflamatoria (SONDHI et al., 2010), antimalarica (TOMAR et al., 2010), anti-alzheimer
(FANG et al., 2008) e antitripanossomal (GAMAGE et al., 1997).

Figura 16. Representacdo dos modos de interagdo com o DNA: intercalagao, ligagdo ao sulco
e intercalacdo “threading”

Intercalagéo Interagéo ao sulco Intercalagio “threading”

Fonte: RESCIFINA et al., 2014.

A modificacdo quimica das acridinas, tais como a introdugdo de substituintes ou anéis

heterociclicos confere aos derivados acridinicos sintetizados a capacidade de intercalar o
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DNA, e além de interferir em varios processos metabdlicos em procariotas e eucariotas,
podendo exercer uma poderosa toxicidade a parasitas como Plasmodium, Trypanosoma e
Leishmania, também proporcionando uma melhor relagdo estrutura-atividade com o receptor
molecular desejado (ALMEIDA et al, 2015; BARROS et al., 2012; CHAUHAN et al., 2013;
GAO etal, 2015; PATEL et al., 2010).

Devido a sua replicacdo rapida, protozoarios da familia a qual pertence a Leshmania
sp (Tripanosomatidae) demonstraram muitas semelhancas com as células tumorais e varias
dessas moléculas tém sido testadas com sucesso para a sua atividade leishmanicida. Desde a
década de 1990, varios derivados de acridina tem revelado uma forte atividade anti-
proliferativa em célulx’as humanas cancerigenas, ¢ tém sido considerados promissores como
agentes anti-tumoral e terapia antiparasitaria (DELMAS et al, 2004; DI GIORGIO et al, 2007;
GIRAULT et al., 2000; JULIEN et al, 2005; PRAJAPATI et al, 2012; WERBOVETZ et al.,
1992).

Delmas et al (2004), por exemplo sintetizaram uma série de derivados acridinicos,
dentre os quais os compostos 4-(6-nitro-benzotiazol-2-il-amino)-10H-acridin-9-ona (Figura
17-A) e 1-(6-amino-benzotiazol-2-il-amino)-10H-acridin-9-ona (Figura 17-B) foram
potencialmente mais ativos e seletivos a L. infantum, onde se pode observar os efeitos da
adi¢do de grupos substituintes e sua respectiva posicao. Neste caso, 0s grupamentos amino e
nitro contribuiram para reduzir a citotoxicidade em relagao as células humanas e potencializar

sua atividade antiparasitaria seletiva.
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Figura 17. Derivados acridinicos com potencial atividade anti-parasitaria
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Fonte: DELMAS ct al, 2004 (A ¢ B); DI GIORGIO et al., 2007 (C ¢ D).

Di Giorgio e colaboradores (2007) sintetizaram uma série de N- (6-amino-3-acridinil)
acetamida substituidas. Nesta série, os compostos que apresentaram grupos 3,6-acetilamino
(ICso= 4,5uM) Figura 17-C) e 3, 6-benzoilamino (ICsp=1,1uM) (Figura 17-D) frente a forma
amastigota de L. /nfanfum, indicaram que uma conformacdo simétrica com acetilamino ou os
substituintes de benzoil-amino foram essenciais para tal atividade especifica.

Nas doencas negligenciadas onde o tratamento ¢ precario ou desatualizado e de dificil
recuperacdo retoma-se, portanto, a importdncia das modificagdes e substitui¢des nos nucleos
acridinicos e seus analogos, ampliando a sua atividade farmacologica, possibilitando o
surgimento de novos farmacos para a terapéutica das leishmanioses.

Além disso, um dos principais objetivos no desenvolvimento de novos farmacos tem
sido a descoberta de ligantes seletivos para sitios de ligacdo em alvos moleculares especificos.
Assim, a medida que a seletividade dos ligantes para o alvo desejado forem aumentadas, ha
uma diminuigdo correspondente no lado indesejavel dos efeitos que possam surgir da ligagdo
a alvos secundarios (ANSARI et al., 2017).

3.7. Possiveis alvos de interacao dos derivados acridinicos e sua correlagao com
atividade leishmanicida.



42

A integracdo de métodos experimentais € computacionais tem enorme importancia na
identificagdo e no desenvolvimento de novas moléculas, além de sua importincia na
identificagdo de novos moduladores, isto ¢, ligantes de receptores ou moléculas pequenas com
atividade bioldgica. Nesse sentido, destacam-se os métodos de relacdo estrutura-atividade
quantitativa (QSAR, do inglés, quantitative structure-activity relationshisps) que tém como
objetivos relacionar a informagd@o em conjuntos de dados (estrutura quimica e atividade
biologica) e criar modelos estatisticos com capacidade preditiva externa (GUIDO et al.;
2010).

Os estudos quantitativos de estrutura-atividade (QSAR) e as técnicas de modelagem /
acoplamento molecular sdo ferramentas valiosas em quimica computacional e podem fornecer
informagdes inestimaveis em estagios iniciais do processo de design de novos possiveis

medicamentos (TAHGHIGHI et al., 2016).

O estudo de docking é uma das técnicas da modelagem molecular mais importantes no
desenvolvimento de farmacos. Trata-se de um estudo de interagdo energética entre o ligante e
o receptor utilizando campo de forca. Na interagdo do farmaco ao receptor ha o
reconhecimento de determinados grupos do ligante, assim como distancias interatdmicas e
forma molecular. Este tipo de interagdo ¢ determinado por meio do ajuste do ligante no sitio

do receptor a partir da sua conformagao de menor energia (MCCONKEY et al., 2002).

Atualmente, a pesquisa visando a descoberta de alvos para leishmaniose ¢ orientada
para desenvolvimento racional de farmacos, onde o design de inibidores especificos ¢
direcionado para atividades metabolicas especificas como um possivel meio de controle do
parasita sem atingir danosamente o hospedeiro. Entre os alvos leishmanicidas mais
importantes, podemos destacar a Tripanotiona Redutase (TryR), as topoisomerases de DNA e
enzimas envolvidas na biossintese de ergosterol, como a 14-Alfa-Esterol-Dimetilase
(CYP51).

As topoisomerases sdo uma classe de enzimas envolvidas na regulacdo do super-
enrolamento de DNA, introduzindo uma ruptura transitéria em sua cadeia dupla em uma
reacdo que envolve a formacdo de um intermediario covalente entre a enzima e a cadeia
quebrada (CHOLEWINSKI et al., 2011; GONZALEZ et al., 2007; MAJUMDER, 2013). As

topoisomerases de DNA de Leishmania vem sendo apresentada como potencial como alvo
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terap&utico no desenvolvimento de agentes anti-Le/shmania. Portanto, sua inibi¢do tem efeito
prejudicial sobre o crescimento do organismo (TAHGHIGHI et al, 2016).

Essa enzima apresenta-se, de forma geral, nos sub-tipos I e II que podem indicar
papéis opostos na regulagdo do superenrolamento de DNA. Ambas as atividades sdo
necessarias durante a transcricdo do DNA, a replicagdo e recombinagdo, manutencdo da
estrutura do cromossomo, condensacio / descondensacdo e segregacio (CHOLEWINSKI et
al., 2011; MAJUMDER, 2013).

A Topl de tripanossomas e leishmania apresentam diferencgas substanciais encontradas
em relagdo as outras espécies. Ao contrario dos demais seres eucariotas que sao monoméricas,
as Topl desses microrganismos sdo proteinas heterodiméricas. Essas distintas diferengas
estruturais entre as Topl humana e de leishmania faz da enzima um alvo atraente para
quimioterapéuticos (GONZALEZ et al., 2007).

J& as topoisomerases do tipo II (Topll) sdo tteis para separar as duas fitas replicadas
de moléculas de DNA circulares. Algumas delas precisam de energia de ATP extra para
relaxar as moléculas. Dentro de células eucarioticas, as enzimas tipo II sdo encontradas
principalmente durante periodos de replicagio do DNA (CHOLEWINSKI et al., 2011;
FRANCO, 2013; MAJUMDER, 2013).

Em condi¢des normais, a clivagem e religagdo do DNA mediado por topoisomerases
criam quebras temporarias em um nivel toleravel de estado estacionario. (MAJUMDER,
2013). Derivados de acridina sdo capazes de suprimir a atividade das enzimas topoisomerases
I e II, além de controlar a proliferacdo de células, a sobrevivéncia e a apoptose (LI et al.,
2014; OLSZEWSKA et al., 2014; ALMEIDA et al., 2015).

A enzima esterol 14a-demetilase (CYP51) é também um alvo a farmaco validado e
atrativo que esta presente em parasitas protozoarios. A inativacao farmacologica desta enzima
provou ser muito eficaz contra infec¢des fingicas, e ¢ um alvo que esta sendo explorado para
a nova quimioterapia anti-Chagasica e anti-Leishmania (DE VITA et al, 2016; WARFIELD et
al., 2014). Estudos demonstraram os efeitos anti-Leishmania de derivados de antifiingicos
como o Cetoconazol (MARRAPU et al, 2011; TAHGHIGHI et al, 2012). Acdo desses
antifingicos se da pela inibicdo da CYP51, levando ao bloqueio da biossintese de ergosterol,

afetado a estabilidade da membrana destes microorganismos.

A CYP51 ¢ uma oxidase de fungdo mista, esta envolvida na biossintese de numerosos

esterdis estruturalmente semelhantes em animais, fungos, plantas e protozoarios. Varios
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destes esterdis servem como componente importante das membranas celulares e sdo vitais
para a manutencdo da integridade estrutural celular nesses organismos. Alguns derivados de
esterois vegetais também funcionam como moléculas de sinalizagdo e como agentes
antifungicos (WARFIELD et al., 2014).

Entre as diversas vias biossintéticas, a via do esterol foi identificada como um dos
alvos para farmacos mais adequados em Leishmania, porque ergosterol & crucial para
viabilidade e crescimento do parasita, formagdo da membrana celular, além de estar ausente
em mamiferos. Os esterdis atuam como componentes das membranas celulares em eucariotas.
Em células de mamiferos, o colesterol é um esterol vital encontrado nas membranas celulares.
J4& em microrganismos eucarioticos, como fungos e protozoarios, uma classe especial de
esterois conhecidos como ergosterol e outros esterdis sdo predominantes (EMAMI et al.,
2017).

O ergosterol e colesterol apresentam algumas pequenas diferengas em suas estruturas
como mostrado na Figura 18. O colesterol tem apenas uma dupla ligagdo no anel B ¢ uma
cadeia lateral totalmente saturada sem um grupo metil no carbono 24. No entanto, existem
duas duplas ligagdes no anel B do ergosterol, com uma cadeia lateral ndo saturada em C-24.
Essas caracteristicas estruturais sdo essenciais para o crescimento de fungos e
tripanosomatideos. Na Leishmania, o principal esterol que foi encontrado foi o 5-
desidroepisterol, enquanto ergosterol e episterol (os principais esterois fungicos) estdo

presentes em quantidades menores (EMAMI et al., 2017).



45

Figura 18. Estrutura quimica dos esterdis de membrana
ergosterol 5-dehidroepisterol
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Fonte:EMAMI et al., 2017

Assim, a interrup¢do da biossintese de ergosterol afeta a citocinese, interrompe o
crescimento celular e pode levar ao colapso da membrana celular, tornando a esterol 14a-
demetilase um alvo atraente para doengas parasitarias (WARFIELD et al., 2014;
VERMELHO et al., 2017).

Quanto a Tripanotiona redutase (TryR), ela ¢ uma enzima crucial como alvo de
farmacos, pois desempenha um papel central no metabolismo do tiol da Leishmania. E uma
flavoproteinaoxido-redutase dependente de NADPH, que mantém o equilibrio redox
intracelular do parasita, por catalisar a redugdo do dissulfureto de tripanotionona, onde
inibigdo desta enzima levara a eliminagdo do parasita (PANDEY et al.; 2016; ROMERO &
LOPEZ, 2017).

O sistema de defesa as espécies reativas de oxigénio em mamiferos, baseado em
glutationa redutase, ¢ substituido em Trypanosomatideos entdo pela TryR. Uma vez que a
TryR esta ausente em seres humanos ¢ ¢ essencial para a sobrevivéncia dos protozoarios
parasitas como Leishmania, a singularidade do metabolismo do tiol do parasita torna a
Tripanothiona Redutase como um alvo atraente para o desenvolvimento de novos farmacos
antiparasitarios (PANDEY et al.; 2016; RODRIGUES et al., 2012; MASOOD et al., 2017,
VENKATESAN et al., 2010).

Apesar do acervo limitado na literatura em relagdo a estudos visando estes alvos, esta
pesquisa buscou um possivel perfil mult-target (multiplos alvos terapéuticos) in silico com o

grupo de moléculas estudado, partindo do pressuposto de que essas vias sdo essenciais para a
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sobrevida do parasita e o potencial perfil de atividade dos derivados acridinicos tornara-os

possiveis candidatos a farmacos para a Leishmaniose.
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4 METODOLOGIA

A seguir serdo descritos os materiais empregados na sintese dos potenciais derivados

espiro-acridinicos.

4.1 Obtencao dos compostos

Com o intuito de desenvolver novos farmacos para serem utilizados na terapéutica
das leishmanioses, foram utilizados uma série de derivados espiro-acridinicos previamente
sintetizados (GOLVEIA, 2016), fazendo parte do acervo de pesquisa do Laboratorio de
Sintese e Vetorizagdo de Moléculas, no Campus V, de Jodo Pessoa, sob coordenacdo do
prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura, investigando seu potencial anti-Leishmania. Suas
caracteristicas fisico-quimicas e estrutura molecular se encontram dispostas na tabela 1 e

figura 19, respectivamente.

Tabela 1. Compostos da série AMTAC sintetizados e suas respectivas especificagoes

Composto PM FM LogP
*AMTAC 01 376,3950 Co4H N, O 5,11
AMTAC 06 410,8551 Cy4H5CIN,O 5,18
AMTAC 07 394,4005 Cy4H,5FN,O 4,78
AMTAC 08 445,3002 CyH4CILN,O 5,73
AMTAC 09 485,3321 CysH7BrN,O, 5,32
AMTAC 10 445,3002 CyH4CILN,O 5,73
AMTAC 11 419,4778 Cy¢H21NsO 4,9
AMTAC 13 421,4076 Co4H 5N50; 4,34
AMTAC 14 421,4076 C,4H5sN50; 4,34
AMTAC 16 436,4620 Co6H2oN4O5 4,44

Fonte:(GOLVEIA, 2016).(ALMEIDA, 2016)*
Legenda: , PM — Peso molar, FM — Formula molecular, LogP — Coeficiente de parti¢ao
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Figura 19. Estrutura quimica dos derivados espiro-acridinicos e as respectivas substitui¢des
no anel aromatico.

Rs

Rs

Quadro 1. Substitui¢des no anel aromatico.

Nome R1 R2 R3 R4 R5
AMTAC 01 -H -H -H -H | -H
AMTAC 06 -H -H -Cl -H | -H
AMTAC 07 -H -H -F -H | -H
AMTAC 08 -Cl -H -Cl -H | -H
AMTAC 09 -OCH; -H -H -Br | -H
AMTAC 10 -Cl -H -H -H | -Cl
AMTAC 11 H H N(CHs), | -H | -H
AMTAC 13 -NO, -H -H -H | -H
AMTAC 14 -H -H -NO; -H | -H
AMTAC 16 -H -OCH,CH; -OH -H | -H

4.2 Estudo de docking molecular: Preparo das moléculas e macromoléculas

Utilizando o software Hyper Chem v. 8.0, os ligantes foram desenhados e suas
estruturas tridimensionais determinadas. Posteriormente, suas energias foram minimizadas
através do método de mecénica molecular, MM+, e 0 método semi-empirico, AM1 tendo as
estruturas salvas no formato.mol.

As estruturas tridimensionais das enzimas usadas no docking molecular, foram obtidas
diretamente do Protein Data Bank (PDB), sendo elas: Esterol 14-alfa dimetilase (PDB =
3L4D), Tripanotiona retutase (PDB = SEBK) e Topoisomerase I (PDB = 2B9S).

O software Pymol v 1.7.4 para linux foi utilizado para realizar o pré-tratamento das
macromoléculas, isolando as cadeias da macromolécula, removendo moléculas de éagua,

atomos nao ligados e moléculas complexadas.
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Para determinar os parametros do grid de cada macromolécula, foi utilizado o

softwares Auto Dock Tools v. 1.5.6. Os valores desses pardmetros estdo expostos na Tabela 2.

O docking molecular foi realizado com os softwares AutoDock 4 ¢ AutoGrid 4, onde todo o

processo foi automatizado via terminal linux.

Tabela 2. Parametros de configuragao dos grids para cada macromolécula.

Esterol 14-alfa Tripanotiona Topoisomerase
dimetilase retutase 1
Numero de pontos em x 55 64 40
Numero de pontos em y 60 94 60
Numero de pontos em z 55 66 60
Espagamento 0.375 0.375 0.375
Centro do grid box em x 30.089 -7.227 35.616
Centro do grid box em y -26.744 24.873 48.634
Centro do grid box em z -4.216 -11.188 10.171

4.3 Preparo das solugdes dos derivados acridinicos avaliados

Para os testes in vitro, as amostras foram pesadas (20mg) e diluidas em 1 mL de
dimetilsulfoxido [DMSO (CH;),SO — Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, EUA] sob
agitacdo em Vortex, obtendo-se uma solucao estoque de 20mg/mL. As solugdes-estoque
foram diluidas nos meios de cultura apropriados até atingirem as concentracdes desejadas,
ndo ultrapassando a concentragao de 0,5% de DMSO, no qual ndo apresenta citotoxicidade

para as cé¢lulas utilizadas (MONTE-NETO, 2004).

4.4 Parasitos e sua manutencao in vitro

A cepa Leishmania infantum (isolado clinico de paciente com leishmaniose visceral de
Natal - RN) foi gentilmente cedida pela professora Dra. Selma Maria Bezerra Jeronimo do
Laboratorio de Imunogenética do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN).
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As formas promastigotas dessas espécies de Leishmania foram mantidas /in vitro em
meio Schneider com pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), suplementado com 20% de soro
fetal bovino (SFB — Cultilab, Sao Paulo, BRA), 1% de antibittico (penicilina 200 U/mL e
estreptomicina 0.1 mg/mL - Gibco, BR) e 1% de urina masculina humana, denominado neste
trabalho de meio Schneider suplementado. As culturas foram mantidas a uma temperatura de
26 + 1 °C em estufa de demanda biologica de oxigénio (DBO) e repicadas semanalmente, ndo

ultrapassando vinte repiques, para manutencdo da viabilidade celular.

As culturas de formas promastigotas em inicio de fase estaciondria, de 5 dias foram
criopreservadas em 12% de glicerol estéril (Amresco, Ohio, EUA) sob agitacdo constante por
15 minutos e entdo armazenadas em freezer a -80 °C para futuras utilizagdes. Com a mesma
finalidade, as formas promastigotas foram criopreservadas em 7,5% de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, EUA), suplementado com 20% de soro fetal
bovino (SFB — Cultilab, Sao Paulo, BRA) e 70% do meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI-1640) (Cultilab, Sdo Paulo, Brazil), sendo armazenadas em freezer a
-80 °C. De acordo com a necessidade, as culturas foram descongeladas a temperatura
ambiente e aliquotas de 500 pL foram colocadas em 5 mL de meio Schneider suplementado e

mantidas em estufa de DBO a 26 + 1°C.

4.5 Farmacos de referéncia

Os farmacos utilizados nos protocolos de atividade anti-Leishmania foram o
antimoniato de meglumina (Glucantime® — Sanofi-Aventis Farmacéutica, Sao Paulo, BRA) e
a anfotericina B (Anforicin B® — Cristalia, Sao Paulo, Brazil), os quais sdo utilizados no
tratamento de diferentes formas clinicas das leishmanioses, como medicamentos de primeira e
segunda escolha respectivamente. O antimoniato de meglumina ¢ apresentado em uma
solucdo aquosa de 300 mg/mL, o qual foi diluido diretamente nos meios de cultura
apropriados para cada teste. A anfotericina B, apresentada na forma de pé liofilizado, foi
solubilizada previamente em DMSO e assim produzido uma solugdo-estoque de 10 mg/mL.
Posteriormente, essa solugdo foi diluida nos meios de cultura apropriados até atingir as
concentragdes finais desejadas de cada teste, ndo ultrapassando a concentracdo de 0,5% de

DMSO.
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4.6 Avaliacao da atividade antipromastigota de Leishmania infantum e determinacao
da concentracao que inibe 50% do crescimento dos parasitos (1Csp).

4.6.1 Ensaiocom MTT

Foi avaliado a atividade anti-Leishmania dos compostos analisados utilizando o teste do
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il1]-2,5-difeniltetrazolio). Esse método ¢ baseado na
atividade de enzimas desidrogenases citosolicas e mitocondriais, que sao capazes de reduzir o
MTT (coloragdo amarela) e formar um produto de coloragdo azul, insoluvel em agua, o sal
formazan. Em placa de 96 pogos foram adicionados 100 pL de meio Schneider suplementado
e cerca de 1 x 10° promastigotas por pogo. Posteriormente, foram adicionados os derivados
acridinicos substituidos em triplicata, previamente diluidas em meio Schneider suplementado
para um volume final de 100 pL para cada pogo nas concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25 ¢ 3,12 pg/mL; e de 10 a 0,078 pg para a Anfotericina B e de 1,171 a 150 mg/mL do
antimoniato de meglumina como controle positivo.

Em seguida, incubadas por 72 h em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D.) a
temperatura de 26°C. Ao final da incubagdo, foi adicionado 10 pL. de MTT diluido em tampao
fosfato-salino a uma concentragao final de 5 mg/mL. Sendo incubados por mais 4 h em estufa
de demanda biologica de oxigénio a 26°C, ¢ em seguida adicionado 50 puL de dodecil sulfato
de sodio (SDS) a 10%. A placa permaneceu em overnight para dissolugao do formazan e por
ultimo, foi realizada leitura a 550 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800).

Os resultados foram expressos em valores de concentragdo inibitoria de 50% do
crescimento de formas promastigotas (ICsp), sendo o controle negativo realizado em meio
Schneider suplementado a 0,5% de DMSO e considerado como 0% de inibicdo do

crescimento dos parasitos.

4.7 Avaliagéo da atividade hemolitica

A avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada como ja descrito anteriormente por
Rodrigues e colaboradores (2015). Resumidamente: ap6s a coleta de sangue periférico
humano, os eritrocitos foram diluidos em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS),
ajustando a concentracdo do sangue para 5% de hemécias em um volume de 80 uL. Em
seguida foram adicionadas as solucdes-estoque dos derivados e dos farmacos de referéncia,

diluidas em concentragdes seriadas num volume de 20 uL de PBS (800, 400, 200, 100, 50,
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25, 12,5 pg/mL). Logo apds, foram incubados durante 1 hora a 37°C em estufa DBO e a
reagdo foi interrompida pela adicdo de 200 uL. de PBS. Em seguida, as suspensdes foram
centrifugadas a 1000 G por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante entdo foi
submetido a espectrofotometria utilizando espectrofotometro (modelo Biosystems

ELx800,Curitiba, PR, Brasil) a 540 nm para quantificar a atividade hemolitica.

A auséncia (controle negativo) e 100% de hemolise (controle positivo) foram
determinadas, substituindo a solu¢do de amostra testada com igual volume de PBS e 4gua
Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados foram expressos em concentracao

hemolitica média (HCs;) considerando o controle positivo como 100% de hemolise.

Os experimentos foram realizados em duplicata e foram repetidos pelo menos trés
vezes. Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa Humana do Centro de
Ciéncias da Saude (CCS) da UFPB, com protocolo numero 0511/15, CAAE:
49005615.7.0000.5188.

4.8 Determinacao do indice de seletividade

Partindo dos dados de atividade antipromastigota e do ensaio de citotoxicidade
frente a eritrocitos humanos, estimou-se, respectivamente, o ICs, (concentragdo capaz de
inibir 50% do crescimento) e o HCs, (concentracdo capaz de causar 50% de hemolise) de

todos os derivados testados.

Assim, a partir destas estimativas, determinou-se o indice de seletividade (IS). O IS
¢ um indicativo /n vitro se a substdncia tem atividade mais seletiva para o parasito
(Leishmania) do que para a célula de mamifero, nesse caso as hemacias, sendo determinado

pela razdo entre os valores de HCy; e 1Cs,.

4.9 Atividade anti-Leishmania dos compostos AMTACO01 e AMTAC11 sobre
formas amastigotas axénicas de Leishmania infantum

Devido as dificuldades na obtengdo de um ensaio para a atividade amastigota partindo
de macroéfagos, neste trabalho, buscou-se um método simples e rapido de obter grande

quantidade de amastigotas axénicos de cultura a partir de um isolado clinico humano,
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fornecendo grandes quantidades de parasitas puros e vidveis. Este método evita a necessidade
de utilizar animais de laboratério experimentais para obter a forma amastigota e os
procedimentos laboriosos para a purificagdo do parasita intracelular. Assim, foram testados
dos compostos espiro-acridinicos mais promissores partindo do seu perfil de atividade para a

forma amastigota.

Na Tabela 3 estdo descritas as variagcdes dos pardmetros para a obtencdo da forma
amastigota da L. infantum. Apos as diversas tentativas, por fim chegamos ao método onde as
culturas, apos serem cultivadas com 5 dias no seu periodo estaciondrio de crescimento, foram
reproduzidas no meio Schneider suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB —
Cultilab, Sao Paulo, BRA), 1% de antibidtico (penicilina 200 U/mL, BR) e 1% de urina

masculina humana, em pH 7,0, sob estufa com demanda de CO, (37°C, 5%).

Tabela 3. Condigoes de cultivo

Meio pH Temperatura Demanda de Periodo de

CO, incubacao
Schneider 5,5 32°C 5% 24h
Schneider 5,5 32°C 5% 48h
Schneider 7,0 39°C 5% 24h
Schneider 7,0 37°C 5% 48h
RPMI 5,5 39°C 5% 24h
Schneider 7,0 37°C 5% 24h

A atividade anti-Leishmania sob formas amastigotas axénicas de L. infantum foi
avaliada utilizando o teste colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT — Amresco, Ohio, EUA). Em placas de 96 pogos, foram adicionadas as
formas amastigotas axénicas de L. infantum obtidas conforme item 4.6, ajustadas na
quantidade de 1x 10° Leishmanias/pogo, contendo 100 puL de meio Schneider pH 7.0
suplementado a 5% de SFB e diferentes concentragdes seriadas de 0,78 a 100 pg para as
acridinas; de 10 a 0,078 pg para a Anfotericina B e de 1,171 a 150 mg/mL do antimoniato de

meglumina. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO; por 24 h.

Apds a incubagao foram adicionados 10 uL. de MTT diluido em PBS, atingindo uma

concentracao final de 5 mg/mL. As placas foram incubadas por mais 4 h e em seguida, foram



55

adicionados 50 pL de uma solucdo de SDS a 10%. A placa ficou overnight para dissolucao
completa do formazan e entdo foi realizada a leitura em espectrofotometro a 550 nm em
leitora de placa (Biotek modelo ELx800) (UEDA-NAKAMURA et al., 2006). O controle
negativo foi realizado com meio Schneider Ph proximo a 7,0 e 5% de SFB a 0,5% de DMSO,
considerado como 100% de viabilidade dos parasitos. Os resultados foram expressos em

valores de concentracdo efetiva sobre 50% de amastigotas (ECsy).

5.0 Analise estatistica

Para analises estatisticas, foi utilizado o programa GraphPadPrism 6.0. Os dados
obtidos em cada experimento foram comparados utilizando a Analise de Variancia
(ANOVA) acompanhado do teste de Tukey para analise da significancia entre as
concentragdes testadas e o seu controle. Apenas os valores de P <0.05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de docking molecular

A compreensdo das interagdes farmaco-receptor de uma forma tridimensional pode ser
feita através da Relacdo Estrutura-atividade (SAR) e estudos de acoplamento molecular. As
vias bioquimicas presentes em tripanosomatideos e ausentes nos seus hospedeiros devem
fornecer excelentes alvos para o desenho racional de candidatos a farmacos para a
leishmaniose, onde as enzimas intrinsecas a estes microorganismos, se tornam alvos
biologicos extremamente importantes para o planejamento de novos farmacos (GUIDO et al.;
2010, KAUR et al.; 2010).

Sendo assim, este trabalho trouxe a analise do estudo de docking molecular com os
respectivos alvos: Tripanotiona Redutase (TryR) e 14-Alfa-Esterol-Dimetilase (CYPS51) de L.
infantum, além da Topoisomerase 1 (TOP1) de L. donovani, visto que nao havia disponivel a
macromolécula desta enzima no PDB da Leishmania infantum; em busca de sugerir
mecanismos de acdo para a atividade dos derivados espiro-acridinicos descritas anteriormente
como uma proposta de multi-alvos. A tabela 4 apresenta os resultados de valores de energia
de ligagdo da série dos compostos espiro-acridinicos de acordo com seus respectivos radicais

substituintes.



Tabela 4. Valores de energia (AG = Kcal/mol) dos derivados espiro-acridinicos da série AMTAC com os respectivos alvos de ligacdo.

Compostos R, R, Rs R, Rs CYP51 TOP1 TryR
01 -H -H -H -H -H -11.3400 -6.8500 -8.8500
06 -H -H -Cl -H -H -11.6700 -7.1100 -9.2400
07 -H -H -F -H -H -11.3200 -6.8100 -8.8700
08 -Cl -H -Cl -H -H -10.0600 -6.8900 -9.5000
09 -OCHj; -H -H -Br  -H -12.2500 -7.1500 -8.7000
10 -Cl -H -H -H  -Cl -11.8600 -7.2100 -8.7100
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13

14

16

-H -H -N(CH;), -H -H -11.4300 -6.4700
-NO, -H -H -H -H -12.1200 -11.0500
-H -H -NO; -H -H -11.2100 -8.3100
-H OCH,CHj3 -OH -H -H -11.8800 -6.6800

Legenda: Tripanotiona Redutase (TryR), 14-Alfa-Esterol-Dimetilase (CYP51) de L. infantum ¢ Topoisomerase 1 (TOP1)

-9.1100

-9.7500

-9.6700

-9.1100
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Diante destes dados, podemos observar que o alvo CYP51 apresentou menores valores
de score de energia (de -10.0600 a -12.2500), quando comparados com a TOP1 (de -11.0500
a -6,4700) e TryR (-9.7500 a -8.7000). Isto implica em interagdes mais espontaneas entre o
alvo e os compostos estudados. Nao podemos tirar uma analise conclusiva de que este seria o
principal mecanismo de agdo, pois apesar do estudo de docking trazer valores que parecem
favorecer a agdo principal nesta enzima, € ao compreendermos a importdncia na observacao
dela como um alvo, existem outros mecanismos que possam ser mais definitivos para a
manutencdo da vida deste microrganismo, como por exemplo a Topoisomerase, ou uma acao

direta na intercalacao do seu DNA.

A seguir temos a andlise mais detalhada das interagdes dos compostos espiro-

acridinicos com os alvos em estudo.

5.2.1 Alvo bioldgico: 14-Alfa- Esterol-Dimetilase (CYP51)

Analisando os valores de energia de docking na enzima CYPS51, temos que os
compostos AMTAC 09, AMTAC 16 e AMTAC 13 apresentaram melhores resultados com os
valores de -12,2500, -12.1200 e -11.8800 (tabela 4), respectivamente. Vale salientar que,

quanto menor o valor energético, mais estavel € a interacdo entre ligante e o alvo biologico.

Quando avaliado as posigdes dos ligantes, observa-se que todos os compostos estao
posicionados de forma similar, sendo a tnica exce¢do o composto AMTACO8 (composto
amarelo) (Figura 20-A), o que pode justificar nessa andlise, o seu pior score comparado aos
demais ligantes, além disso, podemos observar que o referido composto ndo foi capaz de
formar nenhuma interacdo eletrostatica do tipo pontes de hidrogénio com os residuos de

aminoécidos da sua vizinhanga (figura 20-B).
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Figura 20. Compostos posicionados no alvo CYP51 (A) e as interagdes eletrostaticas da
AMTAC 08 com a CYP51 (B).
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Quando avaliamos as interacdes formadas pelas demais moléculas, observamos que
todas apresentaram, principalmente, ligagdes de hidrogénio com o residuo Arginina 360 e
tirosina 102, além de interagdes hidrofobicas (ver em apéndice), como pode ser observado na
Tabela 5. Também observamos que o grupo carbonilico foi o principal ponto de interacdo,

atuando como aceptor de ligacao de hidrogénio.

Tabela 5. Residuos que formaram ligagdes de hidrogénio com os ligantes para CYPS51.

Compostos Arginina 360 .Tirosina102

AMTACO1 X

AMTACO06 X X
AMTACO7 X X
AMTACO8

AMTACO09 X X
AMTACI0 X

AMTACI11 X X
AMTAC13 X

AMTAC14 X

AMTACI16 X X
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5.2.2. Alvo bioldgico: Topoisomerase 1 (TOP1)

As topoisomerases foram reconhecidas como potenciais alvos quimioterapéuticos para
atividade antitumoral e antiparasitaria por desempenhar papéis fundamentais na modulagao da
topologia de DNA durante a replicagdo, transcri¢do, recombinacao e reparo. Estudos mostram
que as topoisomerases de parasitas sdo suficientemente distintas comparado a humanas, de
modo a permitir diferencas na segmentagdo quimica e, portanto, tornando-se bons alvos
celulares (CORTAZAR et al., 2007; DASBRATA et al., 2006; WALKER & SARAVIA,
2004).

Como exemplo disto, De Sousa (2003) em seu estudo de caracterizacdo da
topoisomerase de L. chagasi, estudo da homologia da enzima em relagdo as diferentes
espécies de Leishmania e a topoisomerase humana, apresentou em torno de 98% de
homologia com as demais espécies de Leishmania estudadas, todavia destacando-se a fraca
homologia estre a enzima de L. chagasi e a humana, que foi de apenas 26,4% (topoiomerase
II beta) e 26,3% (topoisomerase II alfa), tornando a topoisomerase de Leishmania um alvo
seletivo para possiveis inibidores da mesma.

A capacidade de certos inibidores de Topoisomerase para induzir a morte celular em
tripanossomatideos (incluindo Leishmania spp.), aumentou o interesse na geracdo de
derivados especificos do parasita (WALKER & SARAVIA, 2004).

De acordo com os valores de energia de interacdo vistos na tabela 5, com relagdo a
topoisomerase I, observa-se que os ligantes ficaram agrupados em dois locais do sitio ativo.
Comparando esse resultado com os scores obtidos, nota-se que, em sua maioria, 0s compostos
localizados em A apresentaram os melhores scores, enquanto aqueles posicionados no ponto
B, tiveram os piores scores (Figura 21).

Com relagdo as interagdes, ndo foi possivel observar um padrdo de interacdo com os
residuos, fato que esta relacionado com a variac¢ao de locais em que os ligantes interagiram na
macromolécula. Os compostos AMTACO1 e 10 (tabela 6), ndo formaram ligacdes de
hidrogénio, apresentando apenas interagdes hidrofobicas (para mais detalhes, visualizar em
apéndice). Destaca-se dentre as moléculas estudadas, a AMTAC13 (R;=NO,) que apresentou
menor valor de energia sendo -9,7500 Kcal/mol, com consequente perfil de interagdo do tipo

pontes de hidrogénio com diversos residuos de aminoécidos (tabela 6).
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Tabela 6. Residuos que formaram ligagdes de hidrogénio com os ligantes para TOP1 de

Leishmania.
Compostos R; R, R; R, Rs Residuos de aminoacidos
AMTACO1 -H -H -H -H -H
AMTACO06 -H -H -Cl -H -H Asp 353
AMTACO7 -H -H -F -H -H Val 315
AMTACO8 -Cl -H -Cl -H -H Asp 353
AMTAC09 -OCH; -H -H -Br -H Tyr 222
AMTACI0 -Cl -H -H -H -Cl
AMTACI1 -H -H -N(CHj3); -H -H Asp 352
AMTACI13 -NO, -H -H -H -H  Arg314; Lys 352; His 453; Arg 410
AMTACI14 -H -H -NO; -H -H Lys 269, Lys 407; Thr 217
AMTACI6 -H -OCH,CHj -OH -H -H Ser 354

Figura 21. Complexo formado pelo docking molecular dos compostos (ligantes) com a
topoisomerase I (alvo), seguido da intera¢do dos compostos AMTAC 13 e AMTAC 01 com o
alvo. BT . ™ e EEEEEEE—
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A AMTAC 13 possui como substituinte o grupamento nitro (-NO,) na posigao orto,
enquanto a AMTAC 14 possui o mesmo grupo em para. Possivelmente o efeito mesomérico
negativo dos grupamentos nitro favoreceram sobretudo na interagdo com seus sitios alvo,
porém a mudanc¢a na posicdo do mesmo substituinte interferiu favorecendo melhor interacao

para a AMTAC 13, como podemos observar na tabela 6 e Figura 22).

Figura 22. Composto 13 e 14 com suas respectivas interagdes com o alvo

Topoisomerase 1.
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Tahghighi ef a/ (2016) em seu estudo de QSAR com derivados tiazolidinicos, trouxe a
importancia dos estudos de modelagem molecular, onde constatou um potencial efeito anti-
Leishmania com o mesmo alvo deste estudo em questdo, onde seus compostos apresentaram
interacdes do tipo pontes de hidrogénio também com residuos de Lisina e Arginina e
hidrofoficas no sitio ativo (Figura 23). Esses resultados podem ser usados para o desenho de
novas drogas e seu desenvolvimento baseado na estrutura de novos e seletivos inibidores de

topoisomerase de Leishmania.
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Figura 23. Derivados tiazolidinicos e suas interagdes com a Topoisomerase I de L. major.
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Fonte: TAHGHIGHI et al (2016).

5.2.3 Alvo biolégico: Tripanotiona redutase (TryR)

Os scores gerados no docking (Tabela 4) apontam que novamente o AMTAC 13, AG=
-9,75kcal / mol, (R;= NO,) apresentou melhor grau de interagao, seguido pela AMTAC 14,
AG= -9,67kcal / mol (Rs3= NO,). Na figura 24, pode-se observar como os ligantes ficaram
posicionados no sitio ativo. O composto AMTACI13 (Em laranja na figura 24) ficou
posicionado em uma coordenada um pouco diferente das demais, o que possivelmente

determinou seu melhor score.

Figura 24. Complexo formado pelo docking molecular dos compostos (ligantes) com a
tripanotiona redutase (alvo)
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Quando analisado as interagdes formadas entre os ligantes no sitio ativo, apenas os
compostos AMTAC16, 14 e 13 formaram ligagdes de hidrogénio, as demais moléculas
realizaram apenas interagoes hidrofobicas (ver em apéndice). O composto AMTAC16 (R,= -
OCH,CHs; R3= -OH), que dispde de grupos doadores de elétrons, obteve interagao do tipo
pontes de hidrogénio com os residuos Valina 362 e Glicina 376, tornando-se importante para
sua possivel agdo frente ao alvo.

Ja os compostos AMTACI13 e 14, apresentando como substituinte o grupo (-NO,)
fortemente retirador de elétrons, formam pontes de hidrogénio com arginina 228 (Figura 25 e
26), o que ¢ um indicativo para os melhores scores desses dois compostos.

Além disso, o composto AMTAC 14 (Figura 26) interagiu por ponte de hidrogénio
com os residuos Leu227 e Try221 e seu substituinte na posi¢do para. Apesar dos compostos
13 e 14 possuem o mesmo efeito eletronico referente ao grupamento nitro, a mudanga na
posicdo orto para a posi¢do para influenciaria possivelmente na atividade inibitoria da

enzima, nos resultados de estudo de docking de acordo com os scores observados.

Figura 25. Interacdes entre AMTACI3 e tripanotiona redutase

Gly196



67

Figura 26. Interagoes entre AMTAC14 ¢ tripanotiona redutase.
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Venkatesan ef al (2010) em seu estudo in silico com a Mepacrina, farmaco
antiprotozoario desenvolvido na década de 1930, (Figura 27) via Tripanotiona redutase
mostrou possiveis perfis de interacdo com a mesma, contudo os compostos obtiveram ligacdes
de hidrogénio formadas pelas cadeias laterais protonadas com Glu466 e Glu467, além de

Lys60, Thr335 e His461, demonstrando assim o perfil promissor dos derivados acridinicos.

Figura 27. Estrutura quimica da Mepacrina.
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Fonte: Venkatesan et a/ (2010)

Assim, devido a notdvel capacidade de uma possivel inibicdo das vias enzimaticas
sugeridas, espera-se, portanto, que esta série de compostos apresentem atividade anti-
leishmania. Neste estudo o composto AMTAC 13 seria o mais promissor para os 3 alvos, a

partir de entdo seguimos para a analise da atividade in vitro destas moléculas.
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5.3Avaliacao da atividade antipromastigota de novos derivados spiro-acridinicos

Visando a busca por potenciais alvos leishmanicidas e apds verificado em estudo /n
silico, os compostos spiro-acridinicos foram testados in vitro para a forma promastigota de
Leishmania infantum, responsavel por causar a forma mais agressiva da leishmaniose no novo
mundo.

Todas as acridinas apresentaram potencial atividade de inibi¢cdo de crescimento,
apresentando diferentes valores de 1Cso que variaram entre 1,109 e 7,463 pg/ml, com excecgdo
da AMTAC 09 (R1=-OCH3;; R4= Br) que apresentou resultados > 400 M (tabela 7). Todos
os experimentos foram realizados em triplicata, onde apds obtido o screening molecular,

houveram suscetiveis repetigdes das moléculas mais promissoras.

Tabela 7. Concentragao inibitoria de 50% do crescimento (ICs¢) dos derivados espiro-
acridinicos frente as formas promastigotas de L.infantum.

Compostos 1Cs0 pg/mL 1C5 uM
AMTAC 01 2,039 £ 0,06 5,4
AMTAC 06 5,681 0,56 13,8
AMTAC 07 4,109 = 0,87 10,4
AMTAC 08 3,891 +0,79 8,7
AMTAC 09 >400 >400
AMTAC 10 2,630 +0,20 5,9
AMTAC 11 1,109 + 0,42 2,6
AMTAC 13 3,779 £ 0,38 9,0
AMTAC 14 5,331+ 1,47 12,7
AMTAC 16 6,058 = 1,40 13,9

Legenda: A tabela representa a média + erro padrdo da média de no minimo trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Utilizou-se regressao ndo-linear com intervalo de confianga de
95%.

Os compostos que apresentaram maior potencial de inibi¢do de crescimento foram as
AMTAC 01 e AMTAC 11 (figura 27). O primeiro, tido como estrutura base para o
desenvolvimento dos variados spiro-acridinicos aqui estudados, com diferentes substituintes

em diferentes posi¢des no anel benzilideno, apresentou uma 6tima inibi¢do do crescimento.
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Esta molécula ja fora previamente estudada como alvo para topoisomerase II humana,
apresentando inibi¢do da mesma (ALMEIDA et al., 2016), assim tornando-se um potencial
agente para o tratamento de cancer devido a este mecanismo.

E devido a replicagdo rapida de parasitas como Leishmania, fazem com que, assim
como as células tumorais, tornem-se um alvo comum para o estudo da atividade anti-
Leishmania (DELMAS et al, 2004; DI GIORGIO et al, 2007; GIRAULT et al., 2000;
JULIEN et al, 2005; PRAJAPATI et al, 2012; WERBOVETZ et al., 1992).

Quanto a AMTAC 11, ela apresentou a inibi¢do de crescimento mais potente de todos
os compostos estudados (ICsp= 1,109 pg/ml) (grafico 1), sendo entdo o derivado mais
promissor, seguindo da AMTAC 01. Na figura 28 temos as estruturas das duas moléculas,
onde podemos concluir que a adicdo do grupamento 4-dimetilamina favoreceu bastante em

sua atividade, possivelmente devido ao seu efeito eletronico doador em para.

Figura 28. Estrutura quimica dos AMTAC 01 e AMTAC 11

A AMTAC 01 e 11 nas concentragdes testadas inibiram o crescimento de formas
promastigotas de L. infantum (grafico 1), onde o aumento das concentragdes destes dois
derivados induziu a um aumento na inibi¢do do crescimento, consequentemente, diminuigao
da viabilidade celular destes parasitas. O composto 11 testado com a menor concentragao
avaliada (0,78ug/mL) exibiu uma redugdo de 37% (£ 2,1) no crescimento dessa cultura
quando comparado ao controle (0% inibi¢do), demonstrando-se mais efetivo que o composto

01, pois inibiu o crescimento da cultura em 23,6 % (+ 0,56).



70

Grafico 1. Inibigdo do crescimento das formas promastigotas de L. infanfum na presenga de
diferentes concentracdes dos derivados acridinicos AMTAC 01 e AMTAC 11. Os graficos
representam a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes realizados
em triplicata. **** P <(,0001 (Significancia em relacdo ao controle).
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E notével o potencial efeito da AMTAC 11 quando podemos observar que dentre as
concentragodes testadas de 100 a 6,25 ug/mL, ela manteve uma porcentagem de inibigdo maior
que 80%. Observa-se que os valores calculados de ICs, destas moléculas estdo de acordo com
os graficos de porcentagem de inibi¢do, no qual apresentou um 6timo valor de significancia

na analise da variancia em relagdo ao controle.

Quanto a andlise estrutural da AMTAC 11, pode-se sugerir um forte efeito
mesomérico positivo para o anel aromadtico, além de um grupo volumoso, que poderia
favorecer a interacdes mais fortes com diferentes regides da molécula alvo o que poderia

justificar sua maior atividade.
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Para uma compreensdo maior destes efeitos eletronicos, temos o Diagrama de Craig
(1971), o qual ¢ utilizado no planejamento de séries e estudos de relagdo estrutura-atividade.
Este Diagrama apresenta descritores estruturais de hidrofobicidade (m) e efeitos eletronicos
(o) nos compostos com meta e para-substituicdo aromatica. Assim, aplicando o Diagrama de
Craig, podemos observar que os efeitos eletronicos negativos, principalmente do AMTACI1 e
o efeito lipofilico positivo, cujo substituinte se encontra no quadrante inferior direito (- +m),
implica na melhora da atividade biologica. A Figura 29 mostra o Diagrama de Craig para os

descritores estruturais T € ©.

Figura 29. Diagrama de Craig para os descritores estruturais @ € ¢

SO_NH,

OCF

O O-T CH,CO 301 3-Br g T

4] B

CONH 5 COOH 4aF
B WOCT

3-0H |

=H

3-N(CH ),
-G =M 4<0CH
4=DH

=5+

AN - d=N(CH 1), -1-‘-I|I-.t_-.,

Fonte: Tavares (2004).

No estudo de docking, esta molécula ndo apresentou os melhores perfis para os alvos
do estudo em questdo. podendo estar relacionado a interagdes extras entre o composto e
outros alvos biologicos aqui ainda ndo foram estudados.

Ademais, apesar da AMTAC 11 e 01 ndo apresentarem melhores scores de energia,
ndo exclui o fato delas atuarem por algum destes mecanismos enzimaticos. Porém existem
varios fatores que podem levar a mudanga no perfil de atividade /n vitro, como a propria
metodologia para a realizacdo destes testes. Por exemplo, as condi¢des do meio de cultura. O
meio Schneider apresenta um pH proximo a neutralidade, e neste caso o composto AMTAC

11, que apresenta como grupo substituinte uma amina terciaria, onde este grupamento que
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apresenta caracteristica basica em pH fisiologico, tende a protonar. Como exemplo disto,
temos os proprios residuos aminodcidos que se apresentam na sua forma ionizada. O efeito da
amina protonada pode ter favorecido de alguma forma a interagdo com o possivel alvo,
porém, nao foi realizado um teste in silico com o composto nesta condigao, além do mais isso
mudaria completamente o perfil eletronico desse composto, todavia, essa possibilidade
também pode significar um outro possivel tipo de interacdo ainda ndo estudado nesta
pesquisa.

Quanto as espiro-acridinas que tem como grupo substituinte o cloro, podemos
continuar estabelecendo uma relacdo estrutura atividade (SAR). O AMTAC 06 (R;= Cl)
apresentou ICs, de 5,68 + 0,56 ug/ml, porém quando temos a adi¢do de um segundo dtomo de
cloro, em posigao orto (R;= Cl; R3= Cl) levando ao composto di-substituido, 0o AMTAC 08, o
seu 1Csy (3,89 pg/ml £+ 0,79) foi reduzindo, sendo considerado, portanto mais ativo (figura
30). J& quando mudamos a posi¢do do atomo de cloro em para para orto, (AMTAC 10),
observamos uma potencializagdo da atividade anti-Le/shmania, sendo um dos compostos mais
ativos (ICsp= 2,63 + 0,20 pug/mL). Assim temos que o efeito mesomérico positivo contribui
para a potencializacdo da atividade, também como efeitos estéricos que podem influenciar
quanto a posi¢ao de encaixe no receptor alvo.

Estes derivados da série AMTAC nas concentragdes testadas inibiram, portanto, o
crescimento de formas promastigotas de L. infanfum (grafico 2), e o aumento das
concentragdes dos derivados induziu um aumento na inibi¢cao do crescimento a medida que se
aumentava as concentragdes dos mesmos. Os derivados dicloro substituidos, AMTAC 08 e
AMTAC 10, testados com a menor concentragdo avaliada (1,56 pg/mL) exibiram uma
reducao em torno de 25%, no crescimento dessa cultura quando comparados ao controle (0%

inibicdo).
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Figura 30. Estrutura quimica dos AMTAC 06, AMTAC 08 e AMTAC 10, respectivamente
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Grafico 2. Inibi¢do do crescimento das formas promastigotas de L. infantum na presenga de
diferentes concentragdes dos derivados espiro- acridinicos AMTAC 06, AMTAC 08 e

AMTAC 10.
100
<
o 80 - gt
c *k kK
(]
E E
P E 60 —
" =
e
O c
o 404
T
o
us
o 20
2
£
0 T T T 1
EEEE
-~ N
“";. ;_ © -

1,5625

w
~N
-
L]

1,6625

AMTAC 06 (pg/mL)

- AMTAC 08 (pg/mL)
- AMTAC 10 (pg/mL)

Legenda: As formas promastigotas de L. infamtum (1x10° células/mL) foram cultivadas em
meio Schneider completo por 72 horas a 26°C na presenca das substancias avaliadas. O
grafico representa & média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P <0,0001 (Significancia em

relacdo ao controle).

Nossos estudos foram de acordo com os resultados obtidos por Marchand et al (2015).

Em seu estudo com compostos imidazol-pirazinicos, os autores perceberam que a adi¢do de
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mais um atomo de cloro no anel fenilico, (3,5-dicloro substituido), aumentou a poténcia na

atividade frente a L. major.

Figura 31. Estrutura quimica do composto 3-aril-2-fenilimidazo[1,2-a]pirazino [3,5-
(CL)CeHs]

cl
Fonte: Marchand et a/ (2015).

Podemos concluir, portanto, que os efeitos da adicdo de um substituinte ¢ a
modificacdo da posicdo dos mesmos afetam diretamente na sua atividade. Neste caso, o
aumento da lipofilicidade (tabela 3) e os efeitos eletronicos do cloro favoreceu de forma
positiva seu impacto na inibigdo do crescimento da L. /infantum.

A substitui¢do de um elemento cloro em posicdo para (AMTAC 06) pelo também
halogénio Flior (AMTAC 07), promoveu uma diminui¢do do ICsy de 5,681 £+ 0,56 para 4,109
+ 0,87 pg / M, respectivamente. Isso pode ser justificado pelo bioisosterismo ndo-classico
entre fluor e o H, que torna 0o AMTAC 07 (R;= F) mais proximo ao AMTAC 01 do que o
AMTAC 06 (R3= Cl) na resposta bioldgica, uma vez que ndo ha mudangas drasticas de efeitos
lipofilicos, apenas perturbagdes eletronicas, devido ao forte efeito eletronegativo do flor.

Segundo Agarwal et al (2009) (figura 32), em seu estudo da atividade antil-leishmania
de derivados quinazolinicos, relatou que a substitui¢do do atomo de cloro por um atomo de
fluor, que ¢ mais eletronegativo, levou também a uma diminui¢ao do valor de IC50 dos seus
compostos. Portando o efeito eletronico positivo (+o) pode contribuir positivamente para a

atividade destes compostos.
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Figura 32. Estrutura quimica dos compostos 4- (3-benzilidina substituida) -2-substituido-3, 4,

5, 6-tetrahidrobenzo [h] quinazolina
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Fonte: Agarwal et a/(2009).

Guetzoyan e colaboradores (2009), assim como Kumar ef a/ (2009) sintetizaram uma
série de derivados de acridina e avaliaram a atividade antimaldrica contra cepas de
Plasmodium falciparum susceptivel e resistente a cloroquina. A relagdo estrutura-atividade
demonstrou que os substituintes 6-cloro no anel de acridina melhorou a atividade. Enquanto
que no segundo estudo, os substituintes na posi¢cdo 4 ¢ 6 em torno do nucleo triazinico

potencializou a atividade.

Permanecendo na mesma compreensao anterior, podemos observar o perfil de inibi¢ao
de crescimento no grafico 4 e as estruturas quimicas das AMTAC 13 e 14 na figura 33, onde a
mudanca de posi¢do orto do grupamento nitro para a posicdo para interferiu diretamente
numa diminui¢cdo da sua atividade (tabela 7), mesmo sendo o mesmo substituinte com os
mesmos efeitos eletrostaticos. Estes resultados sdo condizentes com o estudo de docking,
onde o AMTAC 13 apresentou melhores scores de energia (TryR = -12.1200 Kcal/mol;
CYP51=-11.0500 Kcal/mol; TOP1= -9,7500 Kcal/mol) com os 3 alvos estudados em relagdo
ao AMTACI14 (TryR = -11.2100 Kcal/mol; CYP51= -8.3100 Kcal/mol; TOP1= -9,6700
Kcal/mol).

A AMTAC 13 testada com a menor concentragdo avaliada no grafico exibiu uma

redugao de 33,8 % no crescimento dessa cultura quando comparado ao controle (0% inibigao),
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demonstrando-se mais efetivo que a AMTAC 14 na sua menor concentragdo testada (1,5625
pg/mL) inibiu apenas uma média de 4%. A partir da concentragdo de 25 pg/mL, a
porcentagem de inibi¢do variou de 75 a 82% entre os dois derivados AMTAC nitro-
substituido, respectivamente. Os AMTAC 13 e 14, portanto, inibiram o crescimento de
formas promastigotas de L. infantum (grafico 3), onde o aumento das concentragdes-teste

destes dois derivados induziu a um aumento na inibi¢do do crescimento do parasito.

Grafico 3. Inibicdo do crescimento das formas promastigotas de L. infanfum na presenga de
diferentes concentracdes dos derivados espiro-acridinicos AMTAC 13e AMTAC 14.
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Legenda: As formas promastigotas de L. infantum (1x10° células/mL) foram cultivadas em
meio Schneider completo por 72 horas a 26°C na presenca das substancias avaliadas. O
grafico representa a média + erro padrdo da média de no minimo trés experimentos
independentes realizados em triplicata. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < (0,001; **** P <
0,0001 (Significancia em relagdo ao controle).

Figura 31. Estrutura quimica das AMTAC 13 e AMTAC 14
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Paralelamente temos que no estudo in silico para os trés alvos enzimaticos, 0o AMTAC
13 obteve melhores scores de energia, sendo a molécula de melhor perfil os alvos estudados,
estando de acordo com os resultados /n vitro em relagdo ao AMTAC 14, demonstrando
portanto, ser como um composto de potencial atividade e também promissor a farmaco para o
tratamento de leishmaniose.

Na figura 34 temos a estrutura quimica da AMTAC 09, este composto foi o Unico que
nao apresentou atividade frente a forma promastigota de L. infanfum. Seria necessario um
estudo mais aprofundado que esclareca o motivo de tal acontecimento, pois este composto
apresentou melhor perfil no estudo de docking com a enzima esterol 14-alfa-desmetilase.
Apesar deste composto apresentar efeitos eletronicos e lipofilicos relativamente desejaveis, as
posigoes desses atomos (R; = OCHj3; R4=Br) talvez nao estejam favorecendo a interagdo com

outros alvos farmacoldgicos, que ndo foram aqui estudados até entdo.

Figura 34. Estrutura quimica da AMTAC 09
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A literatura nos traz exemplos de derivados acridinicos com atividade anti-
Leishmania sp (DELMAS et al., 2004; DI GIORGIO et al., 2005; JULIEN et al., 2005;
SERAFIM, 2016), sendo promissores na tentativa do desenvolvimento de novos farmacos
para a leishmaniose. Este estudo trouxe uma série ndo antes publicada para este fim, as espiro-
acridinas, que vem, portanto, mostrando potencial para o tratamento desta patologia, em
especial para a leishmaniose visceral, onde héd negligencia de estudos e relativo descaso na
satde publica, como relatado anteriormente, pois o grau de mortalidade ¢ muito alto para

quem ndo alcanga um tratamento correto.

Todavia sdo necessarios estudos mais aprofundados quanto a tentativa de interpretar
seu mecanismo de agdo, além da citotoxicidade frente as células humanas, que sera relatado

posteriormente.
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Os medicamentos Glucantime®(Antimoniato de meglumina) e Anfotericina B foram
utilizados como farmacos de referéncia nestes ensaios, visto que sdo os medicamentos escolha
no tratamento das leishmanioses no Brasil, (BRASIL, 2006; BRASIL, 2007). Os resultados

referentes a estes ensaios estdo apresentados nos graficos 4 e 5.

Grafico 4. Inibi¢do do crescimento das formas promastigotas de L. infantum na presenga de
diferentes concentragdes da droga de referéncia: Anfotericina B. Os graficos representam a
média + erro padrdo da média de pelo menos trés experimentos independentes realizados em
duplicata. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ****P <0,0001 (Significancia em relagdo
ao controle).
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Grafico 5. Inibi¢do do crescimento das formas promastigotas de L. infantum na presenga de

diferentes concentragdes da droga de referéncia: Glucantime™ (Antimoniato de Meglumina)
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Conforme observado na tabela 8, verificamos que a AmB foi o farmaco mais eficaz
sobre formas promastigotas de L. /infantum, visto que este possui um ICs, de 0,90 pg/mL,

enquanto que os antimoniais pentavalente possui um valor bem maior (25610 pg/mL).

Tabela 8. Concentracdo inibitoria de 50% do crescimento (ICs,) de promastigotas de L.
infantum na presenga de diferentes concentragdes dos farmacos de referéncia: Glucantime e
Anfotericina B.

Farmacos de referéncia 1C50 (ng/mL) IC50 (M)
Glucantime® 25610(+1,46) 50512,8
Anfotericina B 0,90(+0,11) 1,0

Utilizou-se regressao de probit com intervalo de confianca de 95%.

A Anfotericina B exibiu uma expressiva atividade antipromastigota, apresentando
melhor perfil de inibigao de crescimento do que todos os novos derivados analisados neste
estudo. Os resultados estdo de acordo com os relatados na literatura, no qual apresenta uma
atividade muito satisfatoria sobre as formas promastigotas de Leishmania sp., em especial
nossa espécie em estudo (DI GIORGIO et al., 2007; DUARTE et al., 2016;
PASSALACQUA et al., 2015). Vale destacar também que o composto AMTAC 11 obteve
um valor de inibi¢do de crescimento muito proximo ao farmaco Anfotericina B, tornando-se
um alvo promissor a farmaco, fortificando a sua importdncia como um alvo anti-

Leishmania.

Ademais quando comparamos os resultados dos compostos estudados, eles
apresentaram superior atividade antipromastigota em relagdo ao farmaco de referéncia, o
Glucantime (antimonial pentavalente), visto que este apresentou um valor alto de ICs,

[25610(+1,46)ug/mL].

A literatura traz divergéncias quanto aos valores de inibicdo de crescimento do
Glucantime. E apesar da sua atividade ndo expressiva e os efeitos colaterais que esse tipo de
medicamento tras, ele ainda continua sendo o tratamento de primeira escolha para a

leishmaniose (BORBOREMA et al., 2011; KHADEMVATAN et al., 2013).
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A avaliagdo biologica dos derivados espiro-acridinicos que consistiu na analise anti-
Leishmania permitiu observar que estes compostos sdo candidatos promissores a terapéutica
das leishmanioses, visto que apresentaram atividade bastante promissora para as formas
promastigotas, com excecdo da AMTAC 09, onde esses resultados foram melhores do que o
antimonial de meglumina. Nesta série foi possivel observar uma relacdo de estrutura
atividade, onde a AMTAC 11, que ¢ um nucleo espiro-acridinico substituido pelo radical 4-
dimetilamina, parece favorecer a atividade farmacologica, provavelmente devido aos efeitos
eletronicos doadores, visto que teve os melhores valores de ICs), porém estudos
complementares tanto /n silico quanto in vitro e in vivo e toxicologicos serdo necessarios para

comprovar sua eficicia e atividade.

5.4 Avaliagao da citotoxicidade dos derivados espiro-acridinicos para células de
mamiferos: investigacdo da atividade hemolitica sobre hemacias de origem humana e
indice de seletividade

A avaliagdo da citotoxicidade para células de mamiferos foi realizada investigando
a atividade hemolitica dos compostos em estudo. Esta andlise demonstrou que nenhum dos
derivados espiro-acridinicos apresentaram citotoxicidade para hemdcias humanas até a
maior concentragdo estudada, o que nos permite afirmar que, caso haja alguma
citotoxicidade, esses valores deverdo ser maiores que seu HCso (>400pug/mL), conforme
demonstrado na tabela 9. Porém quando comparamos o indice de seletividade da AMTAC
09 pode-se afirmar que o composto ndo demonstrou citotoxicidade, mas também ndo
demonstrou seletividade para o parasito, ja que este composto ndo inibiu do crescimento

do parasito.



81

Tabela 9.Concentragdo inibitoria de 50% do crescimento (ICsp) de promastigotas de
L.infantum, concentragdo capaz de promover 50% de hemolise (HCs) e indice de
seletividade (IS = HCs¢/ICso) de derivados espiro-acridinicos.

Compostos 1Cs5 pg/ml HCso (png/mL) IS
AMTAC 01 2,039 + 0,06 >400 196,17
AMTAC 06 5,681 £ 0,56 >400 70,41
AMTAC 07 4,109 + 0,87 >400 97,35
AMTAC 08 3,891 £ 0,79 >400 102,80
AMTAC 09 >400 >400 -
AMTAC 10 2,630 £ 0,20 >400 152,09
AMTAC 11 1,109 +£ 0,42 >400 360,68
AMTAC 13 3,779 +£ 0,38 >400 105,85
AMTAC 14 5,331 £ 1,47 >400 75,03
AMTAC 16 6,058 £ 1,40 >400 66,03

Dentre as 10 moléculas estudadas foram escolhidas as moléculas AMTAC 01 e
AMTAC 11 para estudos posteriores. Onde tal escolha levou em consideragdo o melhor
valor de ICso quando comparado as demais da mesma série. Além disso, estas moléculas
ndo mostraram toxicidade contra hemacias e apresentaram-se, portanto, mais seletivas ao

parasito do que as demais.

Estes resultados in vitro sugerem que estes compostos podem ndo apresentar
toxicidade significativa in vivo. E necessario, ainda, ensaios de toxicidade in vitro mais
especifico, como citotoxicidade em células mononucleares do sistema periférico (PBMC) e

posteriormente a resposta em ensaios /n Vivo.
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5.5 Atividade anti-Leishmania dos compostos AMTAC 01 e AMTAC11 sobre formas
amastigotas axénicas de L. infantum

Visando a continuidade da pesquisa com o0s compostos mais ativos a partir dos
resultados anti-promastigota, foi avaliado, apds o processo de validagdo da metodologia
(figura 35), a atividade dos compostos 01 e 11 contra a forma amastigota axénica da L.
infantum. E de suma importincia verificar o potencial destas moléculas, ja que a forma
amastigota intracelular se encontra nos macréfagos de seu hospedeiro vertebrado ¢ o homem ¢
um deles, e ¢ responsavel pela fase mais virulenta da doenga. Neste ensaio nds obtivemos a
dose efetiva capaz de eliminar 50% do parasita, j4 que ndo mais se encontra em fase log de

crescimento, mas sim em sua fase estacionaria

Figura 35. Formas promastigota (A) e amastigota (B) de L. infantum em microscopia optica
(tamanho de aumento 40x).

50

Na tabela 10 temos os valores calculados de concentragdo efetiva dos compostos
estudados, obtidos a partir de, no minimo, 3 experimentos independentes feitos em
triplicata, juntamente com os farmacos de referéncia (3 experimentos independentes feitos
em triplicata) e seus respectivos erros padrao da média. Podemos ver o efeito
potencializado da AMTAC 11, apresentando um ECsy de 0,974 +£0,2 ug/mL.

Houve um déficit da atividade em relagdo ao ICso da AMTAC 01, que para a forma
amastigota agora apresenta um ECsy de 4,964 = 0,6 ug/mL. O composto 11, portanto,
continua tornando-se o derivado espiro-acridinico mais promissor no estudo.

Destaca-se também a atividade dos compostos estudados em relagdo aos controles
positivos, ou seja, os farmacos de referéncia, principalmente ao relacionarmos a AMTAC

11 a Anfotericina B, farmaco que sempre apresenta potente atividade segundo a literatura.
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Tabela 10. Concentracdo Dose efetiva 50% (EC50) de amastigotas de L. infantum dos
compostos AMTAC 01 e AMTAC 11 eos farmacos de referéncia: Glucantime e
Anfotericina B.

Drogas EC5,(pg/mL) EC;, (1M)
AMTAC 01 4,964 +0,6 13,2
AMTAC 11 0,974 £0,2 2,3
Glucantime® 112.800 £12 2224852
Anfotericina B® 1,597+0,26 1,7

Utilizou-se regressao de probit com intervalo de confianca de 95%.

Os graficos 6 ¢ 7 representam o tratamento da forma amastigota da L. infantum nas
diversas concentracdes teste com as AMTAC 01 e AMTAC 11 e seus respectivos farmacos

controle, Anfotericina B e o Antimoniato de meglubina (Glucantime).

O composto AMTAC 01 apresentou atividade anti- amastigota sobre L. infantum, nas
concentragoes de 0,7812; 1,5625; 3,125; 6,25 e 12,5 pg/mL, apresentando uma taxa de
inibi¢do de viabilidade celular de 21,7 + 1,9; 40,0 &+ 1,6; 54,02 +4,5; 66,11 £ 0,72 ¢ 66,17 +
0,68 %, respectivamente, quando comparados ao controle. Enquanto que o AMTAC 11
apresentou uma taxa de inibi¢do de 33,2 £ 2,4; 53,6 + 0,64; 63,56 + 0,37; 69,72 + 0,27 ¢

69,85 + 0,2 %. Também quando comparado ao controle.

A Anfotericina B apresentou atividade anti-amastigota de 56,19 = 1,0 % na menor
concentracdo testada (1,25pg/mL) quando comparado ao controle negativo (0% inibicao).
No entanto, a analise do medicamento Glucantime® exibiu uma média inibicao de 51,49 +
3,1 ug/mL apenas na maior concentracgao testada, de 150 mg/mL que corresponde a 150 000

ug/mL, mostrando o potencial das espiro-acridinas como fAirmacos promissores.
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Grafico 6. Viabilidade celular das formas amastigotas de L. infantum na presenca de

diferentes concentragdes dos derivados espiro-acridinicos AMTAC 01 e AMTAC 11.
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Legenda: As formas promastigotas de L. infantum (1x10° células/mL) foram cultivadas em
meio Schneider completo por 72 horas a 26°C na presenga das substancias avaliadas. O
grafico representa a meédia + erro padrdo da média de no minimo trés experimentos
independentes realizados em triplicata. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < (0,001; **** P <
0,0001 (Significancia em relagdo ao controle).

Grafico 7. Viabilidade celular das formas amastigotas de L. infanfum na presenca de

diferentes concentragdes das drogas de referéncia: Anfotericina B e Glucantime.

100 —
80 —

60 —

40 —

20

n
~

150

18,75

w0
~
Ll

Anfotericina B® Glucantime®

(mg/ml) (mg/ml)

Legenda: As formas promastigotas de L. infantum (1x10° células/mL) foram cultivadas em
meio Schneider completo por 24 horas a 26°C na presenca das substincias avaliadas. O
grafico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. ** P<0,01; *** P<0,001 (Significancia em relagdo ao controle).
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Coimbra et a/ (2016) em seu estudo com derivados quinolinicos, baseados na estrutura
quimica da Cloroquina que ¢ o farmaco de referéncia utilizado no tratamento da Maldria, em
busca da atividade anti-Leishmania desses compostos para L. amazonensis; pode observar que
seu composto amino-substituido (Figura 36) apresentou um aumento potencial na atividade

amastigota (ECsp= 0,0911 uM) do seu em relacdo a atividade anti-promastigota, (ICso= 52,9
uM).

Figura 36. Estrutura quimica do composto QuinDerl.

NH,

/\/

S

X

=

cl N
Fonte: Coimbra et al, 2016.

De forma semelhante, Shokri e colaboradores (2017), observaram a atividade anti-
Leishmania para a forma amastigota de L. major potencializada para os seus compostos mais
ativos IF-2 de 8,7 £ 03ug/mL para 0,2 + 0,06 ug/mL e IFO-2 de 15,2 + 3,0 ug/mL para 2,05 +
0,01 pg/mL (Figura 37). Baseado na estrutura de antifingicos azois, como o Cetoconazol, que
apresenta como mecanismo de acdo a inibigdo da enzima esterol 14a-demetilase, levando ao
bloqueio da biossintese de ergosterol destes micro-organismos, a atividade dos seus derivados

3-imidazolflavona obtiveram resultado promissor.

Figura 37. Estrutura quimica dos compostos IF-2 e IFO-2.
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Fonte: Shokri et al, 2017.




86

Podemos observar, portanto, que a atividade de um composto pode variar de acordo
com o estdgio do ciclo de vida do parasito. Neste estudo, a atividlade do AMTAC 11
potencializou de certa forma (ECsy= 0,974 ug/MI) enquanto que o AMTAC 01 reduziu em
relacdo a atividade anti-promastigota (ECso= 4,964 ug/Ml).

Varios fatores, incluindo o pH intracelular, as diferengas protedmicas envolvidas nas
vias metabolicas, a metabolizagdo do farmaco, a insuficiéncia de absor¢do / inativacao do
composto pela célula hospedeira, entre outros, podem estar associados a atividade especifica
do estagio celular. Em espécies de Leishmania, existe uma diferenga na sensibilidade entre
promastigotas € amastigotas para varios farmacos, como antimoniais pentavalente e
anfotericina B (ESCOBAR et al., 2002).

Apesar da literatura ndo vasta em relacao aos estudos com derivados acridinicos para
atividade anti-Leishmania, as espiro-acridinas apresentam destaque diante deste cenario, e 0s
resultados obtidos induzem a prosseguir com estudos de aprofundamento em relagdo aos seus
possiveis mecanismos de acdo, visando a busca de farmacos para o tratamento da

Leishmaniose Viceral.
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6 Conclusao

No estudo in silico, que visa a possibilidade de um possivel mecanismo de ac¢do para
0s potenciais compostos ativos, todos os compostos apresentaram interacdo com os alvos
estudados, do tipo pontes de hidrogénio e hidrofobicas, que foram significativas, apresentando
portanto, um perfil mult-target (multiplos alvos terapéuticos). O fato dos medicamentos de
referéncia ndo possuirem mecanismo de acdo comprovado faz com que a interpretacdo se

torne dificil e ndo conclusiva.

Os compostos 13 e 14 se destacaram mais neste estudo e também apresentaram uma
boa atividade /n vitro, porém ndo obtiveram os melhores valores de IC50. Talvez o principal
mecanismo de agdo responsavel pela agdo contra a Leishmania em estudo ndo seja a via dos 3
alvos estudados. Para isso, seria necessario um aprofundamento destes estudos a partir de
ensaios /n vitro com estas enzimas ou outros alvos, ou /in vivo para compreender melhor a

acao destes compostos no proprio hospedeiro infectado.

Esperava-se também que a AMTAC 09 tivesse uma atividade significativa para
Leishmania, j& que esta apresentou melhor valor de energia de interagdo com a CYPS51, porém
inumeros fatores, até entdo desconhecidos, podem ter feito com que esta molécula nao

expressasse atividade.

Nesta série foi possivel observar através da relagdo estrutura- atividade que o AMTAC
01 (IC 50= 2,039 + 0,06 pg/ml), tido como estrutura base para o desenvolvimento dos
variados spiro-acridinicos aqui estudados, ¢ o AMTAC 11 (ICsp= 1,109ug/mL), grupo
dimetilamino, parece favorecer a atividade farmacologica, provavelmente devido aos efeitos

eletronicos doadores e lipofilicos positivos.

Quanto a atividade na forma amastigota da L. /nfantum, destaca-se expressiva
atividade da AMTAC 11 a partir do seu ECsp (0,974 pg/m), sendo melhor que os proprios
controles positivos, principalmente em relagcdo a Anfotericina B.

Nenhum dos derivados apresentou citotoxicidade para hemacias de origem humana até
a maior concentracao avaliada (400pg/ml). Contudo, pode-se relatar que todas as moléculas
que apresentaram atividade anti-Leishmania, foram mais toxicas para o parasito do que para

hemacias, demonstrando uma atividade scletiva.
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Contudo ¢ necessario o aprofundamento com estudos que auxiliem a fortificar uma via
de agdo para esta série de acridinas, ja que a literatura vem relatando o potencial efeito da

mesma.
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a
Phe280

Ala290

Val460



APENDICE 5- INTERAGCOES ENTRE AMTAC 09 E ESTEROL 14-ALFA

DIMETILASE

Met105

S i
Leun3ss

Tyrlo2
o

- A = %:;:“
" & o XK
Tye115 AMTAC09 g:es,
His420 E
a
Gly416

Cys422

APENDICE 6- INTERAGCOES ENTRE AMTAC 10 E ESTEROL 14-ALFA
DIMETILASE

NMetlDS
Tyrl02
)
il o

%989
L::%AMTAC;P‘ "y %yrus

/. - y
2,93 1 i - c13
Leu358 0o o ann - — &
. E £33 Cysd22
wr -
o 17
Glyd416

e

Gly41ld

His420
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APENDICE 7- INTERAGCOES ENTRE AMTAC 11 E ESTEROL 14-ALFA
DIMETILASE

o
¥
Leu?i%:é?} 3
AMTACI11
Loyl
o
Tyr115 e o
L=l] !
<:>3JdL£<%%éi . €D
Glya16 Tyr102
Met357

\‘LLQ% Metd59 o
Phelod

CB

APENDICE 8- INTERAGCOES ENTRE AMTAC 13 E ESTEROL 14-ALFA
DIMETILASE

Phe109
Tyrlls
Tyrl02 %

g o

%‘Ietlos

Leud5s

%igdiesg

Gly4 14

Lo § g
&\_L% Cys422
\:t::%

105
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APENDICE 9- INTERACOES ENTRE AMTAC 14 E ESTEROL 14-ALFA
DIMETILASE

Lys421
rm\g %;;’:5
14

Lend5ss

APENDICE 10- INTERAGCOES ENTRE AMTAC 16 E ESTEROL 14-ALFA
DIMETILASE

TyrllSs

Zos

< Tyrl02
o
W Metl05

Metds7



APENDICE 11- INTERAGOES ENTRE AMTAC 01 E TOPOISOMERASE 1

Arg3ld
Val315 %

Lys407

%’;:21?

Lys352

Lys269

APENDICE 12- INTERACOES ENTRE AMTAC 06 E TOPOISOMERASE 1

e Glu323
2

2
23

’ %I:::E

- AMTACO06

N2

Lys319
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APENDICE 13- INTERACOES ENTRE AMTAC 07 E TOPOISOMERASE 1

Arg3l4

Th‘r_?‘:g
Lys3 :j%

APENDICE 14- INTERACOES ENTRE AMTAC 08 E TOPOISOMERASE 1

Phel87 Asnl49

o ‘:;E %;Tn:ik m%;rgﬂ*

Lyﬁ:%
cle
Thre3le

108



109

APENDICE 15- INTERACOES ENTRE AMTAC 09 E TOPOISOMERASE 1

Lys352

AMTACO09

C13

APENDICE 16- INTERAGCOES ENTRE AMTAC 10 E TOPOISOMERASE 1



Arg410 val3dls
Lys352

ST
AMTAC10 %i-gm

Thr217 =

Cl6
Asn221 Lys269

APENDICE 17- INTERACOES ENTRE AMTAC 11 E TOPOISOMERASE 1

Lenl25

S

Phels? -
“ ()
Val246 </E “'7:']—(‘{6 Glu323
Asp32 |- o5
- & el 1
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APENDICE 18- INTERACOES ENTRE AMTAC 13 E TOPOISOMERASE 1

Thr217



112

APENDICE 20- INTERACOES ENTRE AMTAC 16 E TOPOISOMERASE 1

Ala247
Asp322 p— -
S 3’77-”\

o

-_? Glu323

L;:z‘s‘]g

Ph e%

ANWMTACILG
Arglan -
- Lys319
Ser3s54 ¥

LA

APENDICE 21- INTERACOES ENTRE AMTAC 01 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Met333

AMTACO1

Thr374

N

on
§>»Lw Ala365

Gly196 Leu227

e

Arg228 Glyl97
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APENDICE 22- INTERACOES ENTRE AMTAC 06 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Tyrl9s

Leu227

E®
Gly196 y‘\%
Arg228 Gly197

APENDICE 23- INTERACOES ENTRE AMTAC 07 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Met333
s %;;::1
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APENDICE 24- INTERACOES ENTRE AMTAC 08 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Met333
FTur) >

L;_l:_:f d
Ala365 B
o77’r\'(§ Phe230
A 17
Cys364 L

AMTACOS :
Tyr198 )
50450% I i

3
e
-

Leu227

N2

Arg228

APENDICE 25- INTERACOES ENTRE AMTAC 09 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Met333
ArgZS(%




115

APENDICE 26- INTERACOES ENTRE AMTAC 10 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Phe230

%«5

Len334

Gly197

i

AMTACII %E:‘sm

MEB% E
504:%

-
Tyr22l 2?
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APENDICE 28- INTERACOES ENTRE AMTAC 13 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Gly196

APENDICE 29- INTERACOES ENTRE AMTAC 14 E TRIPANOTIONA REDUTASE

— Cys364
Leu334 11 Ala365 %77_‘_(\
c1 M

%’:Bsﬁ
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APENDICE 30- INTERACOES ENTRE AMTAC 16 E TRIPANOTIONA REDUTASE

Valles
;rr\'&\g S
Sl =
Alales ¥ '
Arg2l8 B -
4
-
ol =3
;- d 17
Phe23D o .
p>— goar 8 1 Leu334
E N -

AMTACIOG 19

- 3 &
i i Detd33
< . & b
Gly37a6 oz =
g N 3037 =
Thr3T4 %ol

il;ﬁ]
CCL

W

His359

TG

Val3dG2



