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RESUMO

Dentre as Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNSs), tem-se a leishmaniose visceral que é a
forma mais severa e fatal em mais de 95% dos casos ndo tratados. Contudo, a maioria dos
medicamentos inseridos na terapia sdo associados a alta toxicidade e mecanismos de resisténcia.
Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de farmacos mais eficazes e seguros, as
estratégias de planejamento de farmacos auxiliado por computador e de modificacdo molecular
por bioisosterismo sdo amplamente utilizadas na sele¢do de candidatos a fa&rmaco, como os
derivados espiro-acridinicos que, conforme descrito na literatura, demonstram atividade
leishmanicida frente a Leishmania infantum. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade leishmanicida e citotoxicidade através de estudos in vitro, tracar possivel mecanismo
de acdo e predizer o perfil farmacocinético de derivados espiro-acridinicos a partir de estudos
in silico. A avaliacdo in vitro abrangeu a determinacao da atividade promastigoticida em cepas
de L. infantum, citotoxicidade em células Vero e verificacdo do potencial hemolitico, tendo a
Anfotericina B como farmaco de referéncia. O estudo in silico de ancoragem molecular
envolveu as estruturas cristalogréficas da CYP51 (PDB ID: 3L4D), topoisomerase IB-DNA
(PDB 1D:2B9S) e tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN), obtidas através do Protein Data Bank
e ancoragem realizada pelo programa Gold 5.8.1, os modelos preditivos online (SwissADME e
pkCSM) forneceram informacdes acerca do perfil farmacocinético. O bioisosterismo de anel
aplicado ao scaffold AMTAC-01, substituindo o benzilideno pelo indol (AMTAC-22), elevou
o0 potencial leishmanicida do AMTAC-22 (Clso= 2.00% 0.08 puM) em relagdo ao AMTAC-01
(Clso= 6.27+ 0.66 pM) e ambos ndo demonstraram potencial hemolitico, porém tem-se
nefrotoxicidade, que ndo inviabiliza tais compostos devido a disponibilidade da tecnologia
farmacéutica. Outros dois bioisosteros foram propostos, com o anel quinolina (AMTAC-21) e
piridina (AMTAC-24), cujos estudos de ancoragem molecular enfatizaram que a modificagéo
molecular realizada resultou em maior afinidade do AMTAC-21 a LTopo IB-DNA, devido a
planaridade associada & quinolina com pontuag¢6es melhores que a camptotecina, ja o AMTAC-
22 na TR, demonstrou maior afinidade em comparacéo ao ligante diaril pirrol. De acordo com
as predi¢cdes farmacocinéticas, todos os derivados apresentaram alta absorcéo gastrointestinal,
com destaque para 0 AMTAC-24 que demonstrou alta permeabilidade em Caco-2. Logo, 0o
bioisosterismo de anel e hibridacéo de nucleos heterociclicos nitrogenados otimizaram o perfil

farmacodindmico e farmacocinético dos derivados espiro-acridinicos avaliados.

Palavras-chave: farmacodinamica; derivados acridinicos; leishmaniose; bioisosterismo.



ABSTRACT

Among Neglected Tropical Diseases (NTDs), there is visceral leishmaniasis which is the most
severe and fatal form in 95% of the untreated cases. However, most of the drugs inserted in
therapy are associated with high toxicity and resistence mechanisms. In view of the need to
develop more effective and safe drugs, Computer-aided drug design and molecular
modifications by bioisosterism strategies are widely used in the selection of drug candidates,
such as spiro-acridine derivatives that as described in the literature, they demonstrate
leishmanicidal activity against Leishmania infantum. This study aimed to evaluate the
leishmanicidal activity and citotoxicity through in vitro studies, trace possible mechanism of
action and predict the pharmacokinetic profile of spiro-acridine derivatives from in silico
studies. In vitro evaluation covered the determination of the activity against L. infantum
promastigote strains, citotoxicity in Vero cells and verification of hemolytic potential, with
Amphotericin B as a reference drug. The In silico studies of molecular docking involved the
crystallographic structures of CYP51 (PDB ID: 3L4D), topoisomerase IB-DNA (PDB ID:
2B9S) and trypanothione reductase (PDB ID: 4APN), obtained from Protein Data Bank and
docking was performed by the Gold 5.8.1 program, the online predictive models (SwissADME
and pkCSM) provided information on the pharmacokinetic profile. The ring bioisosterism
applied to the scaffold AMTAC-01, replacing benzilidene by indole (AMTAC-22) raised
antileishmanial potential of AMTAC-22 (Clsp= 2.00+ 0.08 pM) compared to AMTAC-01
(Clso= 6.27+ 0.66 M) and both did not demonstrated hemolytic potential, however there are
nephrotoxicity that does not prevent the use of such compounds due to the availability of
pharmaceutical technology. Two Others bioisosteres were proposed, with quinoline ring
(AMTAC-21) and pyridine (AMTAC-24), whose molecular docking studies emphasized that
the molecular modification performed resulted in greater affinity of AMTAC-21 to LTopo IB-
DNA, due to the associated planarity of quinoline, presenting better score than camptothecin,
whereas AMTAC-22 in TR showed greater affinity compared to the ligand diaryl pirrole.
According to pharmacokinetic predictions, all derivatives presented high gastrointestinal
absorption, especially AMTAC-24, which demonstrated high permeability in Caco-2. Thus,
ring bioisosterism and hybridization of nitrogen heterocyclic nuclei optimized the

pharmacodynamic and pharmacokinetic profile of the evaluated spiro-acridine derivatives.

Keywords: pharmacodynamic; acridine derivatives; leishmaniasis; bioisosterism.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo associadas a vulnerabilidade
socioeconémica e ocorrem predominantemente em regides tropicais e subtropicais do mundo.
Atualmente, as DTNSs priorizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) compreendem
um grupo diverso de 20 condi¢Bes de origem parasitéria, bacteriana, viral, fingica e nédo
transmissiveis que afetam mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo. O Brasil apresenta 0 maior
contingente de pessoas que vivem com as DTNs no hemisfério ocidental, com destaque para a
leishmaniose visceral e esquistossomose (FONSECA; ALBUQUERQUE; ZICKER, 2020;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021b; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021c).

Dentre as DTNs, tem-se a leishmaniose que € causada por mais de 20 espécies do
protozoario Leishmania e mais de 90 espécies de flebotomineos atuam na transmissdo desses
parasitos. Em humanos sdo conhecidas quatro formas principais da doenca, a Leishmaniose
Cutanea (LC), Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD), Leishmaniose Mucocutanea (LMC) e
Leishmaniose Visceral (LV) (MARHADOUR et al, 2012; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021a).

Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de leishmaniose visceral ocorram
anualmente no mundo, sendo a maioria no Brasil, Leste Africano e india. Ja a forma mais
comum da leishmaniose, que € a cutanea, apresenta estimativas de 600.000 a 1 milhdo de novos
casos anualmente no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021a).

Em uma perspectiva mundial, nos 88 paises considerados endémicos foram registrados
251.553 casos de leishmaniose cutanea, em 2018. Os casos notificados no Brasil, neste mesmo
periodo, representam 6,5% do total de ocorréncias (RUIZ-POSTIGO; GROUT; JAIN, 2020).

No periodo de 2001 a 2018 foram relatados 989.096 casos de leishmaniose cutanea e
mucosa em 17 dos 18 paises americanos que sdo endémicos, totalizando uma média anual de
54.950 casos, sendo que, apenas em 2018, 35,7% dos casos ocorreram no Brasil
(16.432/46.041). Ainda assim, a taxa de incidéncia no Brasil foi de 15,82 casos a cada 100.000
habitantes, nimero inferior a Guiana (21,51), Peru (25,63), Coldmbia (26,17), Costa Rica
(26,81), Panama (29,76), Honduras (31,22), Guatemala (39,17), Bolivia (54,71), Nicaragua
(82,14) e Suriname, que atingiu 137,09 casos a cada 100.000 habitantes (ORGANIZACAO
PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2019).

Em relacdo a leishmaniose visceral que representa a forma mais severa e fatal em mais
de 95% dos casos ndo tratados, no mundo tem-se 78 paises considerados endémicos, nos quais

foram registrados 17.082 casos, apenas em 2018. Neste ano, o Brasil registrou 3.466 pessoas
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contaminadas, o que representa 20,3% de todos os casos acompanhados pela Organizacao
Mundial da Saude. Além disso, entre os paises considerados endémicos, a mortalidade por
calazar no Brasil em 2018 (10,6%, 368/3.466) so foi menor do que a do Paraguai (26,3%,5/19).
Né&o foi considerada a mortalidade de 100% registrada na Jordania, pois foi um unico caso, que
resultou em Gbito; além disso, foi um caso importado (ORGANIZAGCAO PAN-AMERICANA
DA SAUDE, 2019; RUIZ-POSTIGO; GROUT:; JAIN, 2020).

Apesar dos consideraveis dados de incidéncia e mortalidade associados a leishmaniose,
aponta-se baixo incentivo para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas. Em
consequéncia da falta de vacinas eficazes, a quimioterapia € a principal forma de tratamento,
incluindo os antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sodio e antimoniato de meglumina),
anfotericina B, miltefosina, pentamidina e paromomicina. A maioria dos medicamentos
disponiveis apresentam alta toxicidade e efeitos colaterais, além do surgimento de cepas
resistentes devido a escassez terapéutica, sendo necessario o desenvolvimento de compostos
mais eficazes e seguros (ALBINO et al., 2020; CARVALHO et al., 2020; SUNDAR,;
AGRAWAL; SINGH, 2019).

A identificacdo de alvos moleculares é uma prética aplicada ao desenvolvimento de
novos farmacos e, através de estratégias como a modelagem molecular, que é uma ferramenta
aplicada no Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computadores (Computer-aided drug
design-CADD), é possivel predizer a afinidade entre ligantes e alvos bioldgicos, permitindo a
realizacdo de screening virtual a partir de quimiotecas. Os estudos in silico envolvem também
a predicdo do perfil farmacocinético, cuja realizacdo nas fases iniciais de descoberta de novos
farmacos, resulta na reducdo dréastica de falhas nas fases clinicas. Tais ferramentas visam
acelerar a identificacdo de candidatos a farmacos que séo selecionados para os testes, reduzindo
0 tempo e recursos destinados a pesquisa (CHEN, 2015; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017
PIERRI; PARISI; PORCELLI, 2010).

Dentre os alvos selecionados para a avaliacdo da atividade multi-target direcionada ao
tratamento de leishmaniose, priorizam-se aqueles com acdo mais especifica. Como por
exemplo, a topoisomerase | (topo 1) que é uma enzima essencial envolvida no relaxamento da
tensdo, atraves da quebra e religacdo de uma Unica fita de DNA; sua utilizacdo como alvo
terapéutico para leishmaniose é justificada pela expressdo diferencial durante a infeccdo e
contraste estrutural entre a topo | do hospedeiro e de Leishmania sp, assim como a enzima
esterol 14a-desmetilase (CYP51), que participa da biossintese de ergosterol constituinte na
membrana do parasito. Adicionalmente, outro alvo interessante € a tripanotiona redutase que

possui funcdo antioxidante no metabolismo e sua presenca é exclusiva no parasito (DAVIES et
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al., 2006; HARGROVE et al., 2011; REGUERA et al., 2019; REVUELTO et al., 2019;
SAENZ, 2016).

Ao longo dos anos, compostos sintéticos e naturais foram testados para a avaliacdo de
seu potencial leishmanicida, destacando-se a presenca de heterociclicos nitrogenados em suas
estruturas, como por exemplo a acridina (CHTITA et al., 2016). Os derivados espiro-acridinicos
ja foram relatados na literatura devido seu potencial antiproliferativo, interagdo com DNA e
inibicdo de topoisomerase (ALMEIDA et al., 2016; GOUVEIA et al., 2018). Recentemente,
demonstraram atividade leishmanicida frente as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania infantum (ALMEIDA et al., 2021).

Desse modo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade leishmanicida e
citotoxicidade de um novo derivado hibrido espiro-acridinico indélico através de estudos in
vitro. Assim como, realizar a correlacdo in vitro e in silico, com o auxilio de estudos de
ancoragem molecular nos alvos selecionados para tracar um possivel mecanismo de acdo e
predizer o perfil farmacocinético e de toxicidade por meio de modelos computacionais.
Adicionalmente, propor a obtencdo de novos compostos partindo do derivado em estudo, com

aplicacdo da estratégia de bioisosterismo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar atividade leishmanicida e citotoxicidade através de estudos in vitro, tracar o
possivel mecanismo de acdo e predizer o perfil farmacocinético por meio de estudos in silico
de um novo derivado hibrido espiro-acridinico ind6lico e propor novos bioisosteros.
2.2 Objetivos especificos

Avaliar atividade antipromastigota de um novo derivado hibrido espiro-acridinico

inddlico em cepas de Leishmania infantum.

e Verificar a citotoxicidade dos derivados espiro-acridinicos pela acdo frente as células
VERO e potencial hemolitico.

e Realizar estudo de ancoragem molecular em alvos relevantes a doenca e predizer o perfil
farmacocinético do derivado hibrido através de modelos computacionais;

e Propor, por meio de bioisosterismo de anel, novos hibridos, realizar estudos de

ancoragem molecular e avaliar perfil farmacocinético in silico.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Aspectos gerais sobre as leishmanioses

As Leishmanioses sdo doencas transmitidas por vetores do parasito de género
Leishmania que tratam-se de protozoarios da familia Trypanosomatidae pertencentes a ordem
Kinetoplastida e envolvem mais de 20 espécies diferentes. O género Leishmania é classificado
em dois subgéneros (Leishmania e Viannia), baseando-se em diferencas anatdmicas dos sitios
de desenvolvimento do parasito dentro do intestino do flebotomineo, de modo que Leishmania
é encontrado no novo mundo (as américas) e velho mundo (Europa, Asia e Africa) e Viannia
apenas no novo mundo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; PACE, 2014).

Através do ciclo de vida digenético (heteroxénico), o parasito apresenta-se em
hospedeiros vertebrados e insetos vetores como a fémea de flebotomineo hemat6fago do género
Phlebotomus sp. no velho mundo e Lutzomyia sp. no novo mundo (figura 1). A perpetuacédo do
parasito ocorre através da transmissdo zoonotica ou antropondtica entre o vetor flebotomineo e
0 hospedeiro mamifero. Varias espécies de animais domeésticos tém sido encontradas
infectadas, entre elas cavalos, burros e cdes. Adicionalmente, destaca-se os ciclos silvestres,
gue envolvem roedores, marsupiais, edentados, procionideos, canideos, primatas e ungulados,
de modo que os seres humanos sdo os hospedeiros finais quando infectados (AKHOUNDI et
al., 2016; BENASSI, 2015; BRASIL, 2014; GONTIJO; CARVALHO, 2003; PACE, 2014).

Figura 1- Hospedeiros invertebrados de Leishmania sp.: (A) Phlebotomus papatasi (B)
Lutzomyia longipalpis

i
/3

Fonte: Almeida (2018)

O parasito pode se apresentar em duas formas morfologicas principais no seu ciclo de
vida que é demonstrado na figura 2, amastigotas intracelulares que sdo ovoides, imdveis e sem
flagelos, encontradas dentro de linhagens fagociticas mononucleares dos mamiferos
hospedeiros ou em sua forma promastigota que séo alongadas, flageladas e moveis encontradas

no intestino do vetor (figura 3). Durante a picada, ocorre a inoculacéo das formas infectantes
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promastigotas metaciclicas que sdo fagocitadas por macrofagos ou neutrofilos recrutados para
o sitio. Apo0s a internalizagdo das formas promastigotas, tem-se a diferenciagdo em pequenas
formas amastigotas no fagolisossomo que se proliferam por divisao binaria e sdo capazes de
invadir outros macrofagos, assim como outras células fagociticas ou ndo fagociticas (FREITAS,
2010; PACE, 2014; STEVERDING, 2017).

Figura 2- Ciclo de vida do parasito Leishmania sp.

Ciclo de vida da Leishmania
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Fonte: Castro (2017)

Figura 3- (A) Formas promastigotas (B) Formas amastigotas

v

Fonte: Adaptado de BRASIL (2014)

Ao realizar o repasto em um hospedeiro infectado, o vetor ingere formas amastigotas

intracelulares que sdo liberadas no intestino e se transformam em promastigotas prociclicas.
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Apo6s mdaltiplas divisdes, diferenciam-se em promastigotas metaciclicas (metaciclogénese) que
sdo formas flageladas altamente moveis e realizam a migracdo para a valvula faringea,
ocorrendo a transmissdao durante o repasto da fémea de flebotomineo que se alimenta varias
vezes de um mesmo hospedeiro, como um mecanismo adaptativo que visa aumentar as chances
de sucesso da infeccdo (AKHOUNDI et al., 2016; BATES, 2018; FREITAS, 2010; PACE,
2014; STEVERDING, 2017).

O desenvolvimento das formas clinicas causadas pelas diferentes espécies de
Leishmania sp. depende dos tipos de células fagociticas que foram invadidas. Quando ocorre a
infeccdo de macrdfagos residentes da pele, cujas células estdo cheias de parasitos, tem-se 0
rompimento da célula e liberagdo das formas amastigotas que infectam outros macréfagos,
evento presente na forma cutanea. Ja quando ocorre a liberacdo das formas amastigotas na
circulacdo sanguinea, tem-se a propagacdo da infec¢do no sistema fagocitico mononuclear
(sistema reticuloendotelial) do figado, baco, medula 6ssea, ganglios linféticos e intestino, que
é caracteristico da forma visceral (STEVERDING, 2017).

A Leishmaniose Cuténea (LC) representa a manifestacéo clinica mais frequente, cujas
lesGes sdo exclusivamente cutaneas e tendem a cicatrizacdo, iniciando como uma papula indolor
no local da picada do vetor flebotomineo e ao passar de semanas a meses transforma-se em um
nddulo, com ulceracdo delimitada de formato arredondado ou ovalado e bordas levantadas ou
lesBes abertas (lesGes molhadas) e sdo localizadas geralmente em areas expostas da pele sendo
suscetiveis a infeccBes secundérias; esta uUltima pode ser associada a linfadenite ou
linfadenopatia. As lesdes cutaneas podem disseminar-se e se transformar em mdltiplas lesdes
com diversos aspectos, apresentando variagdo na severidade conforme o grau de ativagédo da
resposta imunoldgica, com a possibilidade de tornar-se mais inflamadas, dolorosas e purulentas,
devido a infeccdo bacteriana secundaria. Em pacientes com a Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), existe maior probabilidade da ocorréncia de disseminacéo e ineficacia dos
esquemas quimioterapicos utilizados (BRASIL, 2017; PACE, 2014; SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017).

A Leishmaniose Cuténea Difusa (LCD) € caracterizada pela acentuada proliferagdo dos
parasitos, devido a auséncia de resposta celular especifica (anergia) direcionada aos antigenos
de Leishmania sp., logo tem-se multiplicacdo descontrolada, resultando em elevada distribuicéo
na superficie corporal. No Brasil, esta forma esta associada exclusivamente a infeccdo causada
por Leishmania (Leishmania) amazonensis, com o desenvolvimento de maultiplas papulas e
nodulos espalhados que se assemelham a pacientes portadores de lepra lepromatosa,

adicionalmente tem-se resultado negativo para Intradermorreacgéo de Montenegro (IDRM) e ma
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resposta ao tratamento com recidivas praticamente inevitdveis. A LCD difere da LC
disseminada, pois esta ocorre em individuos capazes de montar uma resposta imune celular
contra Leishmania sp., associado a boa resposta terapéutica (BRASIL, 2017; BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018).

Em contraste com forma mencionada anteriormente, a Leishmaniose Mucosa (LM)
apresenta excessiva resposta celular imunolégica direcionada ao parasito que ndo € capaz de
controlar a doenca e € provavel responsavel pelas manifestacbes clinicas, porém tem-se a
escassez de parasitos nas lesGes, em consequéncia do controle da multiplicacdo parasitaria. No
novo mundo, a Leishmaniose Mucocutanea (LMC) é caracterizada pela presenca de nodulos e
infiltrados na cartilagem nasal, acarretando bloqueio da entrada de ar, destrui¢do do septo nasal
e finalmente o colapso. Adicionalmente, tem-se 0 envolvimento da faringe, labio superior,
palato, laringe, bochechas e raramente traqueia e genitalia que resulta em destruicdo tissular e
desfiguramento, com maior nimero de casos sendo associados a Leishmania (Viannia)
braziliensis na América do sul. A resposta a terapia ndo é boa, apesar da regressdo ou
desaparecimento das lesdes, as recidivas sdo frequentes (BRASIL, 2017; PACE, 2014;
SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

No novo mundo, o parasito Leishmania (Leishmania) infantum também identificado
como Leishmania (Leishmania) chagasi ocasiona a Leishmaniose Visceral (LV), popularmente
conhecida como calazar, que é a forma mais severa da doenca, cuja transmissao esta associada
a duas espécies de vetores flebotomineos: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, sendo a
primeira considerada transmissora majoritaria do agente etioldgico no Brasil e a segunda foi
identificada no estado de Mato Grosso do Sul. Tem-se que o periodo de incubagdo no homem
é em média de 2 a 6 meses, podendo atingir até 2 anos, enquanto no cdo que € o principal
reservatorio na zona urbana é em média de 3 a 7 meses e no maximo varios anos (AKHOUNDI
etal., 2016; BRASIL, 2014; PACE, 2014).

A leishmaniose visceral trata-se de uma doenca sistémica que afeta 6rgaos internos,
particularmente o baco, figado e medula 6ssea, visto que a disseminacdo dos parasitos acarreta
acumulo nas células fagociticas mononucleares dentro dos 6rgdos invadidos e hiperplasia
secundaria das células reticuloendoteliais, resultando em quadros clinicos constituidos
principalmente por esplenomegalia, hepatomegalia e palidez. Apesar da administragdo do
tratamento apropriado, a recaida pode ocorrer dentro de 6 a 12 meses depois e quando nédo
tratada, a doenca resulta em morte num periodo de 2 a 3 anos. Em casos de coinfec¢do com o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é observada a elevacéao da replicacdo dos patdgenos,

com progresso acelerado de ambas as doengas, visto que possuem mecanismo imunopatologico
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convergente que envolve células dendriticas e macréfagos (AKHOUNDI et al., 2016; BRASIL,
2014; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; PACE, 2014).

3.2 Imunogenicidade

Os primeiros momentos apds a inoculacdo das formas promastigostas metaciclicas de
Leishmania no hospedeiro sdo extremamente importantes, no que diz respeito a fagocitose que
leva a colonizacao. Inicialmente, através das propriedades pré-inflamatorias da saliva do vetor
flebotomineo, tem-se o efeito quimiotatico de fagdcitos. A resposta inicial desencadeada pela
identificacdo do parasito por meio dos Receptores de Reconhecimento de Padrbes (RRPs) e do
complemento expressados pelas células inflamatérias localizadas no sitio da infecgéo,
ocasionam o recrutamento de neutréfilos, macrofagos, células dendriticas e Natural Killer (NK)
que, por sua vez, constituem a imunidade inata e reconhecem o0s parasitos através dos receptores
Toll-like (TLRs). Os TLRs induzem as vias de sinalizacdo intracelulares necessarias para o
inicio da resposta inata que esta associada a fagocitose e morte do parasito (MARAN et al.,
2016; ROSSI; FASEL, 2018).

Os neutrofilos e macréfagos sdo as primeiras células presentes do sitio de inoculacéo; a
atuacdo dos neutréfilos na resposta inicial envolve fagocitose e liberagdo de Armadilhas
Extracelulares (Neutrophil Extracellular Traps- NET) que promovem a retencao dos parasitos,
facilitando a fagocitose. Porém, os parasitos se adaptaram a estes mecanismos ao ponto que se
beneficiam deles, como por exemplo, possuem a capacidade de manter-se viaveis dentro dos
neutrofilos apds a fagocitose e inclusive desencadear a colonizacdo de macrofagos por meio de
neutrdfilos infectados que funcionam como “cavalos de troia” ao serem fagocitados por
macrofagos. Adicionalmente, algumas espécies (L. donovani e L. infantum) sdo resistentes a
retencdo das NETs liberadas (ELMAHALLWY; ALKHALDI; SALEH, 2021; HURREL,;
REGLI; TACCHINI-COTTIER, 2016; MARAN et al., 2016; ROSSI; FASEL, 2018).

Mecanismos adaptativos também sdo observados ap6s a fagocitose das formas
promastigotas pelos macrofagos, pois a superficie do parasito é recoberta por uma camada
espessa de Lipofosfoglicanos (LPG), interferindo na fusdo do vacuolo parasitéforo e lisossomos
da célula do hospedeiro. Deste modo, o parasito continua vidvel e realiza a transformacao para
sua forma amastigota dentro do fagolisossomo, desencadeando replicagdo e propagagdo no
sistema reticuloendotelial (ELMAHALLWY; ALKHALDI; SALEH, 2021; ROSSI; FASEL,
2018).

Durante o processo de exposicdo a patdgenos, os linfécitos T help CD4™ promovem

respostas adaptativas conforme cada caso especifico. As Células T Help 1 (Th1) produzem IFN-
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v (Interferon-gama) e sdo associadas a protecdo contra patdgenos intracelulares, enquanto as
Células T Help 2 (Th2) estéo envolvidas na producdo de Interleucina 4 (1L-4), IL-5, IL-10 e IL-
13 direcionadas a processos alérgicos e protecdo contra agentes extracelulares. Logo, a
eliminacdo do parasito € favorecida pela via associada a resposta induzida por linfocitos Thi,
devido a ativacdo de macrdéfagos M1, producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e
Espécies Reativas Nitrogenadas (RNS) e elevacio dos niveis da enzima Oxido Nitrico Sintase
Induzivel (iNOS), cuja atuacdo é essencial na morte do parasito, pois catalisa a sintese de Oxido
Nitrico (NO) a partir do substrato L-arginina. Além das citocinas mencionadas anteriormente,
destaca-se a importancia de 1L-12, IL-1, Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a), IFN-o e IFN-
B que promovem o upregulation de iNOS e sintese de NO (BRASIL, 2017; ELMAHALLWY;
ALKHALDI; SALEH, 2021; ROSTAMI; KHAMESIPOUR, 2021).

Em contraste, a via associada a resposta induzida por linfocitos Th2, desencadeia
liberacdo de citocinas como IL-4 e IL-13, em consequéncia tem-se a ativacdo de macréfagos
M2 e adicional biossintese de poliaminas estimulada por IL-4 com posterior upregulation de
arginase, favorecendo a sobrevivéncia do parasito dentro dos macrofagos e progresso da
leishmaniose, além da reducdo da producdo de NO, desencadeada pela competicdo entre
arginase e iNOS pelo substrato L-arginina, que integra a sintese de poliaminas e ureia. Existe
uma conexao das vias de poliaminas e da tripanotiona, visto que a tripanotiona é formada a
partir de duas moléculas de glutationa e uma de espermidina, cuja manutencdo da forma
reduzida é dependente da tripanotiona redutase, constituindo o arsenal de protecdo do parasito
frente a producdo de ROS durante a infeccdo (ELMAHALLWY'; ALKHALDI; SALEH, 2021;
ILARI et al., 2017; ROSSI; FASEL, 2018; ROSTAMI; KHAMESIPOUR, 2021).

Os macrofagos infectados por Leishmania tém suas fungdes desativadas devido a
influéncia de citocinas, como Fator de Transformagdo do Crescimento (TGF-B) e IL-10; esta
exibe acdo supressora de citocinas inflamatorias, mais especificamente, TNF-a. Desse modo, o
parasito direciona a via de ativacdo do macréfago M2 para sua sobrevivéncia e proliferacdo
(ELMAHALLWY; ALKHALDI; SALEH, 2021; ROSSI; FASEL, 2018; ROSTAMI,
KHAMESIPOUR, 2021).

Além do mecanismo estabelecido por Thl e Th2, enfatiza-se participacdo de Th17 na
eliminacdo de microrganismos, atuando principalmente atraves da liberacdo de I1L-17, que é
uma citocina pré-inflamatoria de ampla atuacdo, cuja presenca € essencial na ativacdo e
recrutamento de neutrofilos para mediar respostas inflamatorias, sendo crucial na protecdo do
hospedeiro frente a infeccdo por L. infantum, devido a atuacdo em conjunto com IFN-y
(FLORES et al., 2020).
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3.3 Opcodes de Tratamento
3.3.1 Antimoniais

Os compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes, foram utilizados no Brasil
pela primeira vez por Gaspar Vianna no tratamento de leishmaniose tegumentar em 1913,
enquanto para a leishmaniose visceral tem-se registro da utilizacdo desses compostos apenas
dois anos apos na Italia. A elevada toxicidade associada & forma trivalente intensificada pelo
maior acumulo no corpo, devido ao tempo de meia-vida mais prolongado influenciou na
obtencdo dos derivados pentavalentes (SbV), que s6 foram aplicados com tal finalidade na
década de 40, sendo considerados farmacos de primeira escolha no tratamento dessa
protozoose. Atualmente, tem-se as formulacdes de Estibogluconato de sédio e Antimoniato de
meglumina (figura 4) disponiveis no mercado que demonstraram efeitos colaterais severos,
como pancreatite, toxicidade renal e cardiaca, sendo administrados apenas por injecao, uma vez
que ndo existem preparacOes orais acessiveis (BRASIL, 2014; CAPELA; MOREIRA; LOPES,
2019; WINSHIP, 1987).

Figura 4- Compostos antimoniais pentavalentes: Antimoniato de meglumina (A) e
Estibogluconato de sodio (B)
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Fonte: Adaptado de Frézard, Demicheli e Ribeiro (2009)

O mecanismo de acdo ainda ndo foi completamente elucidado, porém estudos sugerem
a possibilidade dos compostos antimoniais pentavalentes (SbV) entrar nas células do
hospedeiro e ao passar pela membrana fagolisossomal, ocorre a conversao em antimonio
trivalente (Sblll) que por sua vez atua frente as formas amastigotas ao comprometer o potencial
redox, induzindo o efluxo de tiois intracelulares e realizando a inibi¢éo da enzima Tripanotiona
Redutase (TR). Assim como, a literatura demonstra que a exposicao in vitro de L. (L.) mexicana
ao Estibogluconato de sodio resulta na inibigdo de enzimas glicoliticas e os componentes da via
de oxidagdo de &cidos graxos, sem alteracdo da via da hexose monofosfato e ciclo do acido
citrico, acarretando esgotamento dos niveis intracelulares de Adenosina Trifosfato (ATP).

Adicionalmente, podem atuar a nivel de DNA, por meio da inducdo de lesbes in vivo e inibicdo
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da topoisomerase | (BRASIL, 2014; CAPELA; MOREIRA; LOPES, 2019; FREITAS-JUNIOR
etal., 2012; OLIVEIRA, 2018).

3.3.2 Anfotericina B

A Anfotericina B é um antibi6tico produzido por Streptomyces nodosus constituido por
uma estrutura de poliénio macrolideo, representado na figura 5, que demonstra alta seletividade
e afinidade por ergosterol. O ergosterol € um componente predominante em Leishmania sp. e
fungos em detrimento das membranas celulares de mamiferos, sua toxicidade envolve a
capacidade de ligar-se a ester6is que contém uma substituicdo metilica no carbono 24 (episterol
e ergosterol) na membrana celular do parasito, ocorrendo a formacéo de poros, alteracdo do
equilibrio i6nico, na permeabilidade celular e, posteriormente, ocasiona morte celular. A sua
utilizacdo como um farmaco livre é prejudicada por fatores como baixa solubilidade em agua,
absorcéo reduzida no Trato Gastrointestinal (TGI) e baixa biodisponibilidade, tem-se que a
elevacdo dos niveis de Colesterol LDL (Lipoproteina de Baixa Densidade) acarreta modificacdo
da farmacocinética e aumento da toxicidade renal (CRUZ et al., 2009; OLIVEIRA, 2018;
SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

Figura 5- Estrutura quimica da Anfotericina B (AmbB)

Fonte: Pubchem

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Desse modo, visando aumentar a eficicia e reduzir a toxicidade renal, foram
desenvolvidas novas formulagfes complexadas com lipidios direcionadas para o tratamento
efetivo de leishmaniose visceral. AmBisome é uma formulagédo lipossomal de administracao
intravenosa amplamente utilizada por apresentar menor nefrotoxicidade que a forma
convencional (Anfotericina B desoxicolato), porém, apesar de demonstrar alta taxa de cura

(mais de 95% de eficacia em casos de leishmaniose visceral), AmBisome ainda induz
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nefrotoxicidade e hematoxicidade, bem como seu uso é limitado devido ao alto custo.
Adicionalmente, tem-se outras formulagdes que foram desenvolvidas com a Anfotericina B,
como por exemplo, Abelcet (complexo lipidico), Amphocil (disperséo coloidal) e Amphotec
(complexo lipidico de sulfato de colesterol) (CRUZ et al., 2009; OLIVEIRA, 2018; SINGH,;
KUMAR; SINGH, 2012).

3.3.3 Outros farmacos leishmanicidas

A pentamidina é uma diamina aromatica (figura 6), disponibilizada na forma de sais de
isotionato e metanosulfato, cuja utilizacdo foi priorizada inicialmente como uma opgéo
secundaria no tratamento de leishmaniose visceral, em regides especificas como Bahir na india,
nos casos de cepas resistentes ao tratamento com antimoniais, porém, devido a baixa eficacia e
toxicidade, sua aplicagdo em monoterapia foi descontinuada na regido. O mecanismo de agéo
desse farmaco ndo foi elucidado ainda, porém alguns foram propostos, como a atuagdo na
mitocondria do parasito acompanhado do efeito prejudicial ao complexo DNA do cinetoplasto-
mitocondria, adicionalmente sugeriu-se que através de transportadores de arginina e poliaminas
tem-se a entrada do farmaco em formas promastigotas do parasito, afetando o potencial da
membrana mitocondrial (CRUZ et al., 2009; EJAZI; ALI, 2013).

Figura 6- Estrutura quimica da Pentamidina
H H

H,N NH,

Fonte: Pubchem

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Em pH fisioldgico, a pentamidina assume uma estrutura catidnica que tende a realizar
interagdes com mudltiplos alvos do parasito e hospedeiro, resultando em cardiotoxicidade,
nefrotoxicidade, pancreatite e casos irreversiveis de diabetes mellitus insulinodependente.
Atualmente, esse farmaco esta inserido principalmente no tratamento de casos de leishmaniose
visceral de pacientes imunodeprimidos ou em combinagdo com outros farmacos (CRUZ et al.,
2009; EJAZI; ALLI, 2013).

A miltefosina foi originalmente desenvolvida na linha de pesquisa de agentes

antineoplasicos e pertence a classe dos alquilfosfolipidios (hexadecilfosfocolina), com estrutura
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quimica representada na figura 7, mas destacou-se através de seu potencial leishmanicida, sendo
o primeiro farmaco de administra¢do oral no tratamento de leishmaniose visceral para criangas
e adultos, incluindo pacientes refratarios a terapia com antimoniais. Porém, seu uso € limitado
devido ao seu potencial teratogénico e abortivo natural. Por fim, tem-se que sua atuacéo envolve
a alteracdo do metabolismo fosfolipidico da membrana plasmatica do parasito, assim como o
potencial da membrana mitocondrial, acarretando morte por apoptose (CRUZ et al., 2009;
DORLO et al.,, 2012; EJAZI; ALI, 2013; KAPIL; SINGH; SILAKARI, 2018; SINGH;
KUMAR; SINGH, 2012).

Figura 7- Estrutura quimica da Miltefosina
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Fonte: Pubchem

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

A Paromomicina é um antibiético aminoglicosidico (figura 8) isolado de Streptomyces
krestomuceticus e demonstra atividade antibacteriana e leishmanicida, incluso no tratamento de
leishmaniose visceral e cutanea, porém sua biodisponibilidade limitada restringe seu uso em
regibes endémicas. A acdo leishmanicida atribuida a este farmaco possui mecanismo de acdo
ndo elucidado completamente, sugere-se o impedimento do potencial na membrana
mitocondrial levando a morte por apoptose, inibicdo de sintese proteica ao ligar-se a subunidade
30S ribossémica. Adicionalmente, inducdo da disfuncéo respiratoria, alteracdo da fluidez da
membrana e do metabolismo lipidico (CRUZ et al., 2009; FREITAS-JUNIOR et al., 2012;
KAPIL; SINGH; SILAKARI, 2018; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012)
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Figura 8- Estrutura quimica da Paromomicina
OH

Fonte: Davidson, Den Boer e Ritmeijer (2009).

3.4 Mecanismos de resisténcia

A Resisténcia farmacoldgica é um fen6tipo da suscetibilidade reduzida em relagéo a
determinado farmaco, resultante da exposicdo a outros farmacos, assim como variacao natural
entre as espécies e casos clinicos isolados de Leishmania sp., cuja alta plasticidade do genoma
influencia no seu mecanismo adaptativo. O surgimento de resisténcia e mutagdes genéticas
direcionam a reacdo do parasito a determinados farmacos, desencadeando um processo de
selecdo. O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia trata-se de um dos principais
problemas relacionados ao uso dos farmacos leishmanicidas disponiveis (JAIN; JAIN, 2018;
PONTE-SUCRE et al., 2017; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2016).

Os compostos antimoniais pentavalentes constituem o tratamento padrdo de
leishmanioses no mundo por quase 100 anos, porém o surgimento de mecanismos de resisténcia
que foram difundidos nos ultimos 25 anos resultou no comprometimento de sua agéo clinica
principalmente na India. O desenvolvimento da resisténcia e falha no tratamento pode ser
expresso através de alguns fatores que desencadeiam reducdo da concentracdo do farmaco
dentro do parasito, como por exemplo, elevacdo do efluxo ou declinio da captacgdo.
Adicionalmente, tem-se a inibicdo da ativacdo do farmaco, inativacdo do farmaco ativo e
amplificacdo do gene (CAPELA; MOREIRA; LOPES, 2019).

O desenvolvimento de resisténcia in vivo aos compostos antimoniais, demonstram a
inibicdo da ativacdo de antiménio pentavalente e reducdo da captacdo de sua forma ativa
trivalente, ocasionada pelas formas amastigotas no metabolismo do tiol, destaca-se elevagéo
dos niveis de tiol intracelular e expressdo excessiva de triparedoxina peroxidase (TXNPX),

ornitina descarboxilase e y-glutamilcisteina sintetase associados ao mecanismo exposto.
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Durante este processo, tem-se o declinio da expressdo dos genes da Aquagliceroporina-1 (AQP-
1) que atua no transporte transmembrana de amastigotas, possibilitando a entrada de metaloides
trivalentes, apesar de uma menor proporcdo da forma ativa (Sblll) seja reduzida ainda no
fagolisossomo do macrofago e a maioria dentro do parasito, tal via também contribui para a
estruturacdo da resisténcia (CAPELA; MOREIRA; LOPES, 2019; POLONIO; EFFERTH,
2008; PONTE-SUCRE et al., 2017; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2016).

Através de mecanismos de efluxo tem-se a consolidacdo da resisténcia, ressalta-se a
superexpressdo de Transportadores Cassetes de Ligacdo ao ATP (ATP-binding cassette
transporter) ou transportadores ABC que abrangem proteinas transmembrana responsaveis
pelo transporte de uma grande variedade de moléculas utilizando a energia resultante da
hidrolise de ATP, incluindo ABCI14 e ABCG2 que contribuem para a resisténcia aos compostos
antimoniais, devido ao efluxo do farmaco na forma de conjugados Sb-tiol. Adicionalmente,
estudos demonstram que em casos de L. donovani resistente aos compostos antimoniais, tem-
se a inducdo de upregulation das Proteinas de Resisténcia a Multiplas Drogas (Multidrug
resistance-related protein 1- MRP1), dentre elas a Glicoproteina-P (P-gp) associada a extrusao
de compostos toxicos da célula (CAPELA; MOREIRA; LOPES, 2019; MANZANO et al.,
2013; GARCIA-HERNANDEZ et al., 2015; MOREIRA, 2012; POLONIO; EFFERTH, 2008;
PONTE-SUCRE et al., 2017; RUGANI et al., 2019).

Tal como exposto para 0s compostos antimoniais, 0S mecanismos de resisténcia
associados a pentamidina envolvem o efluxo, através da P-gp e Proteina de Resisténcia a
Pentamidina 1 (PRP1) inclusa na superfamilia dos transportadores ABC (ABCCT7).
Adicionalmente, ap0s a internalizacdo da paromomicina por meio de endocitose, observa-se a
ocorréncia de efluxo. Outras hip6teses também sdo sugeridas para a construcao da resisténcia,
como por exemplo, modulacdo das taxas de traducdo, interacdo com o trafico mediado por
vesiculas, elevacdo do metabolismo energético por meio da glicdlise e protecdo efetiva
realizada pelas chaperonas ou proteinas associadas ao estresse (CAPELA; MOREIRA; LOPES,
2019; POLONIO; EFFERTH, 2008; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2016).

3.5 Novas opgdes de tratamento

Os heterociclicos sdo estruturas moleculares encontradas em farmacos e produtos
naturais, ocupando um espaco de evidéncia na pesquisa e desenvolvimento de farmacos, pois
as moléculas com potencial bioldgico geralmente apresentam tais estruturas que, em sua
maioria, sdo constituidos pelos heteroatomos N-, O- e S-. Tem-se que 0s heterociclicos

representam mais de 90% dos farmacos utilizados na terapia em geral e, destes, 95% apresentam
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ao menos um atomo de nitrogénio em sua composicao (ALBINO et al., 2020; PAWLOWSKI,
STANEK; STODULSKI, 2019).

3.5.1 Derivados acridinicos

A acridina (figura 9) exibe ampla variedade farmacoldgica desde sua descoberta nos
anos 1880. Ja no inicio do século XX foi observada sua aplicacdo como agente antibacteriano,
mas destacou-se em consequéncia de sua propriedade antiproliferativa direcionada a
protozoarios e células tumorais, por exemplo. Desse modo, ao longo dos anos tais compostos
vém sendo empregados como antiparasitarios e a literatura relata o surgimento de novos
derivados acridinicos sintetizados com potencial atividade leishmanicida (CHTITA et al.,
2016).

Figura 9- Estrutura do nucleo acridinico

Fonte: Sanchez et al. (2006)

Os derivados de 9-aminoacridina representados na figura 10 foram planejados a partir
dos compostos antileishmaniais quinacrina e clorpromazina (figura 11) e demonstraram
atividade promastigoticida frente L. donovani e L. infantum em concentragdes menores ou
iguais a 25 uM (WERBOVETZ et al., 1992).

Figura 10- Estruturas dos derivados 9-aminoacridina
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Figura 11- Estrutura da Clorpromazina (A) e Quinacrina (B)
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Fonte: Werbovetz et al. (1992)

Mauel e colaboradores (1993) avaliaram compostos portando o scaffold 9-
anilinoacridina em formas amastigotas de L. major, bem como sua toxicidade em células jurkat.
O composto 14 (1’-Hexilamino-9-anilinoacridina) exibido na figura 12 foi o menos tdxico
frente as linhagens de células humanas jurkat (Clso= 17.0 pM) e demonstrou atividade

leishmanicida em mais de 80% dos parasitos intracelulares na concentracao de 1 pM.

Figura 12- Estrutura do composto 14

Fonte: Mauel et al. (1993)

Carole e colaboradores (2005) realizaram a sintese de derivados acridinicos 4,5-
dissubstituidos e seus homologos 4-monossubstituidos (figura 13) com posterior avaliacdo do
potencial leishmanicida em formas promastigotas e amastigotas de L. infantum e citotoxicidade
em monaocitos humanos. Para a série de derivados acridinicos 4-monossubstituidos destacaram-
se A27 frente as formas promastigotas (Clso= 1.7 M) e A75 devido sua seletividade para as
formas amastigotas (SI1>30), dentre os 4,5-dissubstituidos tem-se que o composto B’52 4,5-
bis(hydroxymethyl)acridine demonstrou atividade especifica para as formas intracelulares,

exibindo Clsp= 0.6 puM e indice de seletividade maior que 200.



Figura 13- Estruturas dos derivados A27, A75 e B’52
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Fonte: Carole et al. (2005)

Também com estudos direcionados para L. infantum, Di Giorgio et al.

35

(2003)

sintetizaram duas séries de 2-methoxyacridine com substituicdo na posi¢cdo 7 portando uma

cadeia lateral 9-amino ou 9-cloro e partindo-se destas desenvolveram derivados bis e tetra-

acridinicos, em que A2 (figura 14) demonstrou forte potencial leishmanicida com Clso menor

que 1uM para as formas promastigotas e amastigotas (SI= 183.5), enquanto os representantes

bis (B16) e tetra-acridinicos (C20), demonstrados na figura 14, também exibiram boa atividade

e alto indice de seletividade, sendo 159.2 e 139.4, respectivamente.

Figura 14- Estrutura dos compostos A2, B16 e C20
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Fonte: Di Giorgio et al. (2003)

A pesquisa por farmacos leishmanicidas realizada por Di Giorgio et al. (2007) teve

continuidade, baseando-se em compostos acridinicos monofuncionais substituidos na posi¢do

6 e bifuncionais que exibem substituicdo em 3 e 6, obtidos por meio de substitui¢do eletrofilica
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diretamente na molécula de acridina. Com isso, foi proposta a sintese de derivados
diaminoacridinicos a partir da proflavina e N-(6-amino-3-acridinil)acetamida. Dentre eles, o
composto 2a (N-[6-(acetylamino)-3- acridinyl]acetamide) mostrado na figura 15, é o
representante dos homologos bifuncionais, que demonstrou baixa toxicidade frente aos
mondcitos (Clso> 500uM) e atividades sobre as formas amastigotas de L. infantum (Clso= 4.5
p1M). Engquanto o composto 3a (N-[6-(benzoylamino)-3-acridinyl]benzamide) exibido na figura
15, possui forte afinidade direcionada as duas formas do parasito, com Clso de 1.1 a 4.3 uM

para amastigotas e promastigotas de L. infantum, respectivamente.

Figura 15- Estrutura dos compostos 2a (A) e 3a (B)
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Fonte: Di Giorgio et al. (2007)

Mesa et al. (2002) também apresentaram pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de
derivados acridinicos com potencial atividade para uma das espécies causadoras de
leishmaniose visceral, através dos derivados acridinicos tioéteres BG-203 e BG-237 (figura 16),
cuja concentracdo de 0.1 pg/mL resultou na reducéo significativa das formas promastigotas de
L. donovani e contra as formas amastigotas destacou-se o0 composto BG-237 como o0 mais ativo

na concentracao de 0.1 pg/mL, atingindo inibi¢do do crescimento do parasito em 43%.

Figura 16- Estruturas dos compostos BG-203 (A) e BG-237 (B)
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Fonte: Mesa et al. (2002)

Através da selecdo de estruturas privilegiadas com atividade leishmanicida evidenciada
na literatura, Serafim et al. (2018) realizaram o planejamento e sintese de oito novos compostos

derivados acridinicos tiofénicos que foram avaliados quanto ao potencial frente as formas



37

promastigotas de L. (L.) amazonensis e citotoxicidade em eritrocitos humanos. Destaca-se que
os derivados mais ativos contra as formas promastigotas foram ACS01 e ACS02 (figura 17),
apresentando Clso de 9.60 uM e 10.95 pM, respectivamente.

Adicionalmente, os compostos ACS01 e ACS02 foram analisados em cepas resistentes
e sensiveis a antimonio trivalente, ambos demonstraram eficacia na quimioterapia, em que
ACSO01 exibiu valores de Clso de 14.83 uM e 14.04 uM e ACS02 com Clso de 16.36 UM e 16.05
UM para cepas resistentes e sensiveis, respectivamente. Além do potencial leishmanicida
exibido, nenhum dos compostos sintetizados apresentou citotoxicidade em relacdo aos
eritrécitos humanos, mesmo na mais alta concentragdo testada (1000 uM), constituindo uma

seletividade superior aos compostos de referéncia, como a Anfotericina B (HCs0=24.25 puM).

Figura 17- Estruturas dos compostos ACS01 e ACS02
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Fonte: Serafim et al. (2018)

Por fim, tem-se os derivados espiro-acridinicos que foram relatados recentemente na
literatura com énfase para seu potencial antiproliferativo, interagdo com DNA e inibigdo de
topoisomerase, como demonstrado por Almeida et al. (2016) e Gouveia et al. (2018), porém
pela primeira vez foi descrito por Almeida et al. (2021) sua atividade frente as formas
promastigotas e amastigotas de L. (L.) infantum, em que o scaffold sem substituicdes (AMTAC-
01) e com o substituinte dimetilamina na posicdo 4 (AMTAC-11) representados na figura 18,
destacaram-se em relacdo aos demais compostos sintetizados, com Clso de 2.039 uM/mL e
1.109 uM/mL para as formas promastigotas, respectivamente.

Para as formas amastigotas, 0 AMTAC-11 exibiu 33.2% de reducéo do crescimento do
parasito na menor concentracdo testada de 0.78 puM/mL, ao passo que 0 AMTAC-01 inibiu
21.7% na mesma concentracdo. Os compostos que se destacaram pela atividade
antipromastigota e antiamastigota (AMTAC-01 e AMTAC-11) foram selecionados para a
avaliacdo da citotoxicidade utilizando células mononucleares do sangue periférico (PBMC),

cujo indice de seletividade foi calculado com base no potencial amastigoticida e citotoxicidade
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frente as células PBMC (IS= CCso/CEsp). Tem-se que o AMTAC-01 exibiu toxicidade na
concentracéo de 44.16 pg/mL (S1=8.9), enquanto o AMTAC-11 ndo demonstrou toxicidade na
maior concentracdo testada (100 pg/mL) e maior seletividade (S1> 102.67), resultando em acao
menos toxica e mais seletiva que o farmaco usado como referéncia, Anfotericina B, que
apresentou CCso= 7.634 pg/mL (SI=4.78).

Figura 18- Estruturas dos compostos AMTAC-01 (A) e AMTAC-11 (B)

Fonte: Almeida et al. (2021)

Por fim, destaca-se que nenhum dos compostos em estudo demonstraram potencial
hemolitico na maior concentracdo de HCso> 400 pg/mL, enquanto a Anfotericina B exibiu alta
toxicidade com HCsp de 10.72 pg/mL. Logo, tais derivados espiro-acridinicos apresentaram
promissora atuacdo leishmanicida seletiva e associada a menores indices de toxicidade em

comparacado ao farmaco de referéncia.

3.6 Estratégias de Planejamento
3.6.1 Bioisosterismo

O bioisosterismo representa uma estratégia de modificacdo molecular que possibilita a
substituicdo ou intercambialidade entre fragmentos, &tomos e grupos presentes em estruturas
de compostos bioativos, portando semelhanca de volume molecular, forma, distribuicdo
eletronica e propriedades fisico-quimicas com aplicagdo na area da quimica medicinal durante
0 processo de desenho racional de novos farmacos, com o objetivo de otimizacdo do potencial
farmacodinamico, perfil farmacocinético e eliminag&o de efeitos colaterais ou toxicidade, assim
como para superar as barreiras impostas por patentes (LIMA; BARREIRO, 2005; LIMA,;
BARREIRO, 2017).

A partir da contribuicdo de Langmuir em 1919 para o estabelecimento do principio de
isosterismo, através do estudo acerca do comportamento quimico e reatividade de determinadas

substancias, portando atomos com mesmo numero de elétrons de valéncia. Tem-se em 1925, a
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regra empirica formulada por Grimm, denominada “regra do hidreto”, que trata da adi¢do de
um atomo de hidrogénio com um par de elétrons (hidreto) a um &tomo, resultando em um
pseudo-atomo que possui as mesmas propriedades fisico-quimicas daqueles presentes na coluna
imediatamente posterior da tabela periddica do atomo inicial. Tal conceito de isosterismo foi
ampliado por Erlenmeyer e Hinsberg, passando a envolver atomos, ions ou moléculas que
possuiam camadas eletronicas periféricas idénticas (LIMA; BARREIRO, 2005; LIMA;
BARREIRO, 2017).

Porém, a utiliza¢do do termo “bioisosterismo” teve inicio durante os anos 1950, através
de estudos realizados por Friedman e Thornber, em que Friedman percebeu a importancia da
aplicacdo do conceito de isosterismo no desenho de moléculas bioativas, definindo bioisdsteros
como compostos que se encaixam nos principios de isosterismo e que exerciam sua atividade
bioldgica em biorreceptores. E posteriormente, Thorbner realizou uma ampliacdo do termo com
0 objetivo de englobar subunidades, grupos ou moléculas que exibem propriedades fisico-
quimicas de efeitos bioldgicos semelhantes. Apenas em 1970, Alfred Burger dividiu o
bioisosterismo em duas categorias: classico e ndo classico, em que a primeira se baseia na
camada de valéncia de atomos, grupos e radicais, incluindo nesta categoria anéis aromaticos ou
ndo, equivalentes. Enquanto, estratégias de retroisosterismo, abertura de anel, anelacdo e
equivaléncia entre grupos funcionais foram enquadradas como nédo classico (BARREIRO;
FRAGA, 2008; LIMA; BARREIRO, 2005; LIMA; BARREIRO, 2017).

O bioisosterismo de anel é uma estratégia observada frequentemente em diferentes
classes terapéuticas. A substituicdo de anéis constitui uma ampla parte da quimica medicinal,
sendo aplicado no processo de otimizacdo de compostos lead, geralmente envolvendo a
modificacdo de funcionalidades quimicas. Na figura 19, tem-se o bioisosterismo de anel
aromatico classico a partir do anel fenil, com 6 elétrons =, envolto de sistemas isOsteros
equivalentes representados por anéis de 5 ou 6 membros, assim como anéis isésteros portando
10 e 14 elétrons m, caracterizando as possibilidades de heterociclicos que podem ser aplicados

no bioisosterismo de anel (LIMA; BARREIRO, 2017; WERMUTH et al., 2007).
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Figura 19- Isésteros classicos de anéis aromaticos
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Fonte: Lima e Barreiro (2017).

3.6.2 Ferramentas in silico
3.6.2.1 Estudo do perfil farmacocinético e de toxicidade (ADME-Tox) e druglikeness

A predicéo in silico do perfil farmacocinético e de toxicidade ADME-Tox (Absorcéo,
Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) é considerada a base da pesquisa e
desenvolvimento de farmacos, cuja aplicacdo resulta na identificacdo e suspensdo preliminar
de fracos candidatos a farmacos, auxiliando na prevencdo de falhas nos ultimos estagios do
processo de desenvolvimento de farmacos. Adicionalmente, aponta-se reducdo dos custos e
tempo gastos na pesquisa, garantindo simultaneamente a seguranga e estabilidade dos farmacos
(ALQAHTANI, 2017; KAR; LESZCZYNSKI, 2020).

O conceito de druglikeness foi introduzido nos estagios primarios do processo de
desenvolvimento de farmacos para otimizar o perfil farmacocinético e selecionar compostos
com propriedades ADME-Tox desejaveis, com énfase na lipofilicidade, solubilidade,
permeabilidade, estabilidade metabdlica e afinidade. Um composto drug-like é descrito como
uma molécula que possui grupos funcionais ou propriedades em concordancia com a maioria
dos farmacos conhecidos. Algumas regras foram estabelecidas para a selecdo de moléculas,
como por exemplo, a avaliacdo de compostos com boa absor¢édo oral descrita na “regra dos

cinco” de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997), seguida de outras regras desenvolvidas com base
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nas propriedades moleculares propostas por Ghose, Viswanadhan eWendoloski (1999), Oprea
(2000), Veber et al. (2002) e Muegge, Heald e Brittelli (2001).

Adicionalmente, tem-se outros estudos associados as propriedades ADME-Tox
molecular que séo aplicados para o acesso a toxicidade e perfil farmacocinético de compostos
em analise, como a absor¢do Gastrointestinal (Gl), permeabilidade da Barreira
Hematoencefélica (BHE), inibicdo das enzimas do Citocromo P450 (CYP), atuacdo como
substrato ou inibidor da P-gp, hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e citotoxicidade (AGONI et
al., 2020; JIA et al., 2019).

3.6.2.2 Ancoragem molecular

A ancoragem molecular representa uma das ferramentas utilizadas em estudos in silico,
inserida no Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computador (Computer-aided drug
design-CADD), cuja associacdo com a biologia molecular possibilita a predicdo da maneira de
interacdo do candidato a farmaco, sob o ponto de vista molecular, permitindo a caracterizagdo
do comportamento destes compostos quando inseridos no sitio ativo do alvo selecionado.
Através da andlise da conformacéo e orientacao assumida pelos ligantes durante a interacdo no
sitio de ligacdo, tem-se variadas possibilidades de “poses” geradas pelos algoritmos, cujo
ranqueamento é realizado por meio das funcdes de score (MENG et al., 2011; PINZI;
RASTELLLI, 2019; SCOTTlI et al., 2017; TORRES et al., 2019).

Apds o surgimento das primeiras estruturas cristalograficas derivadas de proteinas,
compreendeu-se que o desenho racional de farmacos é capaz de mimetizar o processo natural
através da ancoragem de ligantes promissores em alvos tridimensionais, fundamentando o
Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura (Structure-based drug design-SBDD), cuja
ligacdo observada entre moléculas de farmacos e residuos de aminoacidos do receptor é
traduzida num complexo de interacdo ligante-receptor, destacando-se majoritariamente
interacOes intermoleculares eletrostaticas, ligacfes idnicas, ligacdes de hidrogénio, forcas de
Van der Waals, dentre outras que desencadeiam a ativacéo ou inibicdo do alvo. Tal qualidade
interativa quando associada aos dados dos estudos realizados em multiplos alvos de uma doenca
especifica, resulta no direcionamento para os mecanismos moleculares (AMARO et al., 2018;
CHEN; SEUKEP; GUO, 2020; SCOTTI et al., 2017).

3.7 Alvos terapéuticos
Proteinas ou acidos nucleicos com atividade bioldgica constituem alvos moleculares

envolvidos no progresso de determinadas doengas, cuja atividade pode ser modulada em
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consequéncia da acdo de pequenas moléculas ou farmacos. O processo de selecdo destes alvos
que incluem enzimas, receptores, fatores de transcri¢do, canais idnicos, proteinas de transporte,
dentre outros, enfatiza sua importancia para a sobrevivéncia do patdgeno, especialmente
guando ausentes ou ndo homologos ao hospedeiro, reduzindo a possibilidade de interferéncia
em enzimas ou proteinas do mesmo (VIJAYAKUMAR; DAS, 2018). Adicionalmente, a
selecdo de alvos também envolve a sobreposicao de semelhangas estruturais entre os inibidores
ja conhecidos e 0s compostos a serem avaliados em determinado alvo (LIMA, 2007;
RODRIGUES et al., 2012).

A partir dos estudos desenvolvidos com énfase na tripanotiona redutase, Benson e
colaboradores (1992) destacaram compostos triciclicos, como fenotiazinicos e antidepressivos
triciclicos, que somados ao derivado acridinico mepacrina, relatado por Jacoby e colaboradores
(1996), constituem inibidores com atuacdo seletiva no alvo tripanotiona redutase, sem
interferéncia no funcionamento do sistema equivalente ao hospedeiro, glutationa redutase, cujas
estruturas e Constantes de Inibicao (Kj) sdo representadas na figura 20.

Compostos antifungicos azélicos foram reposicionados para o tratamento de
leishmaniose, através da atuacdo na via biossintética do ergosterol com inibicdo da enzima
esterol 14a-desmetilase dependente da CYP450 (HARGROVE et al., 2011). Destaca-se a
atividade leishmanicida do cetoconazol e voriconazol (figura 20) frente as formas
promastigostas de L. amazonensis, L. major e L. donovani, com Clsg variando de 0.55-3.54 uM
e 6.10-10.36 pM, respectivamente (KULKARNI et al., 2013).

A camptotecina (figura 20) é um alcaloide, isolado a partir de Camptotheca acuminate,
conhecida pela sua acdo antiproliferativa frente as células tumorais como veneno de
topoisomerase | (SAENZ, 2016; PRADA et al., 2013). Adicionalmente, de acordo com 0s
resultados descritos por Bodley e Shapiro (1995), a camptotecina é capaz de promover a
formacdo de adutos de DNA nuclear-proteina a partir da estabilizacdo do complexo clivavel,

exibindo atividade citotoxica direcionada a L. donovani, com valor de CEso= 3.2 uM.



43

Figura 20- Compostos inibidores dos alvos selecionados para a ancoragem molecular
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Fonte: Adaptado de Benson et al. (1992), Bodley e Shapiro (1995), Jacoby et al. (1996) e Kulkarni et al. (2013).

Os derivados espiro-acridinicos propostos apresentam semelhancas em relacdo aos
compostos citados anteriormente, devido a presenca de heterociclicos nitrogenados,
grupamentos aceptores de ligacdo de hidrogénio, alternancia de componentes que conferem
planaridade e liberdade conformacional a estrutura, assim como aponta-se complementaridade
geométrica com a maioria dos compostos, resultando em alcance proporcional dos residuos de

aminoéacidos presentes nos sitios ativos.

3.7.1 Tripanotiona redutase
A Tripanotiona Redutase (TR) é uma enzima essencial para a sobrevivéncia do parasito
Leishmania sp., devido a associacdo com o sistema redox, apresentando influéncia na sintese

de precursores de DNA, homeostase do ascorbato, desintoxicacdo dos hidroperoxidos, bem
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como impulsiona a movimentacao de conjugados de tiol. A atuacdo da TR envolve a redugéo
de tripanotiona dissulfeto em tripanotiona ditiol (figura 21), através da transferéncia de dois
elétrons dependente de NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleédtido Fosfato) e os residuos de
aminoacidos que compfe a porcao catalitica do sitio ativo (Cys52-Cys57), utilizando FAD
(Flavina Adenina Dinucledtido) como cofator. A tripanotiona em seu estado reduzido é
substrato da triparedoxina peroxidase, com posterior neutralizagdo de ROS produzidas pelos
macrofagos durante a infeccdo (BATTISTA et al.,, 2020; KHAN, 2007; KUMAR; ALlI,
BAWA, 2014; OLIVEIRA, 2018; SACOLITTI et al., 2017).

Figura 21- Atuacdo da TR envolvendo a reducdo de tripanotiona dissulfeto (forma oxidada)
em tripanotiona ditiol (forma reduzida)
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Fonte: Adaptado de llari et al. (2017).

O alvo adquiriu relevancia, em razdo da descoberta acerca de diferengas entre
hospedeiro mamifero e parasito relacionadas ao sistema redox, visto que tal sistema de defesa
do hospedeiro é dependente da glutationa. Desse modo, em consequéncia do reconhecimento
exclusivo e rejeicdo de substratos parecidos entre o parasito e hospedeiro que atuam por
diferentes vias, tem-se importante seletividade associada ao mesmo (BATTISTA et al., 2020;
KHAN, 2007; KUMAR; ALI; BAWA, 2014; OLIVEIRA, 2018; SACOLITTI et al., 2017).

3.7.2 Esterol 14a-desmetilase (CYP51)

A Enzima Esterol 14a-Desmetilase (CYP51) pertence a superfamilia de citocromo P450
que sdo envolvidas nas etapas de oxidacdo e metabolismo de variados substratos organicos,
cuja atuacao especifica da CYP51 esta associada a catélise oxidativa que remove o grupamento
14a-metil do nacleo de esterol, durante as etapas da biossintese. Os esterdis presentes na

membrana celular atuam na regulacéo da fluidez e organizacdo da membrana, de forma similar
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aos fungos, as membranas celulares de Leishmania sp. sdo constituidas majoritariamente por
ergosterol e esterdis semelhantes, em detrimento de colesterol, constituindo um alvo adequado
devido sua importancia para a viabilidade e crescimento de parasitas, além de estarem ausentes
nas células de mamiferos (EMAMI; TAVANGAR; KEYGHOBADI, 2017; MCCALL et al.,
2015).

3.7.3 DNA Topoisomerase |

As DNA Topoisomerases (Topo) sdo enzimas nucleares ubiquas, cujas funcdes
bioldgicas estdo relacionadas a estrutura de dupla hélice do DNA, visto que atuam no
relaxamento da torcdo do DNA ao realizar a catalise da quebra da ligacdo e posterior religacéo
do DNA durante a replicacdo, transcricdo, recombinacéo, reparo e condensacao cromossémica,
tratando-se de um componente vital para as células que entram em diviséo, sendo dispostas em
duas classes, o tipo | que esta associado a quebra de apenas uma fita, enquanto o tipo Il quebra
duas fitas.

A quebra da fita de DNA ocasionada pela Topo IB descrita na figura 22, acontece
através de um ataque nucleofilico do residuo catalitico de tirosina no sitio ativo que conecta-se
a porg¢ao final do 3’ fosfato, por meio de uma ligagdo fosfodiéster transitdria entre o residuo de
tirosina da proteina e a porcéo final da fita quebrada, que é caracterizado por um complexo de
quebra reversivel enzima-DNA, possibilitando a modificacdo da topologia do DNA durante
esse periodo que permanece no estado intermediario; finalmente a enzima é liberada e 0 DNA
religado (ALMEIDA et al., 2017; REGUERA et al., 2019; SAENZ, 2016).

Figura 22- Formacdo do complexo Topo I-DNA
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A inibicdo da topoisomerase IB pode ser alcangada através de variados mecanismos,
como por exemplo, prevencao da ligagéo entre 0 DNA e topoisomerase, inibi¢do da quebra do
DNA, estabilizacdo do complexo covalente ou inibicdo do processo de religacdo. A
camptotecina e seus derivados sdo considerados “venenos de topoisomerase” por ligar-se
reversivelmente ao complexo enzima-DNA, desencadeando colisdes no garfo de replicagéo e
quebras no DNA, através da conversdo do complexo transitorio a danos permanentes na fita,
sendo conhecidos por sua potente acdo anticancer (PRADA et al., 2013; REGUERA et al.,
2019; SAENZ, 2016).

A topoisomerase IB de L. infantum é uma enzima heterodimérica codificada por dois
genes, localizados em cromossomos diferentes, cuja importancia terapéutica € justificada pela
expressao diferencial durante a infeccédo e devido as diferencas estruturais com rela¢éo a enzima
correspondente ao hospedeiro mamifero que € monomérica. A maior parte dos dominios
associados a atividade enzimatica da LTopo IB €é conservado entre as duas subunidades que sdo
conectadas por extensbes de dois polipeptidios, constituindo uma regido ndo utilizada para a
atividade da Topo IB, mas contribui para a ligacdo ao DNA e inibicdo realizada pela

camptotecina que leva ao retardo do processo de religacdo (PRADA et al., 2013).
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4 METODOLOGIA
4.1 Planejamento do novo derivado hibrido espiro-acridinico indolico e bioisosteros —
delineamento da pesquisa

O composto espiro-acridinico AMTAC-01 relatado por Almeida et al. (2016) trata-se
do arcabouco para o desenvolvimento de novos derivados espiro-acridinicos. Como observado
no esquema 1, inicialmente aplicou-se a estratégia de bioisosterismo de anel para a substitui¢do
do benzilideno pelo indol, resultando no composto hibrido espiro-acridinico inddlico
(AMTAC-22) relatado por Pinheiro-Segundo (2020), que representa a unido de dois nucleos

(acridinico e inddlico) ja descritos na literatura por seu potencial leishmanicida.

Esquema 1- Planejamento dos derivados espiro-acridinicos

Simplificacao ~ AMTAC-21
molecular

7\
\—/]

AMTAC-01 AMTAC-22 N

AMTAC-24

Fonte: Autoria (2021)

Ap0s a fase dos testes in vitro com 0 AMTAC-22 e o arcabouco, foram propostos dois
novos derivados a partir da aplicacdo do bioisosterimo que envolveu anéis heterociclicos
nitrogenados, como quinolina (AMTAC-21) e piridina (AMTAC-24). Adicionalmente, aponta-
se a possibilidade de obtencdo do AMTAC-24 através do AMTAC-21 por simplificacdo

molecular. Todos os derivados foram analisados a partir da ancoragem molecular, tendo em



48

vista 0 direcionamento do mecanismo leishmanicida, posteriormente acessou-se o perfil

farmacocinético e de toxicidade também por meio de ferramentas in silico.

4.2 Sintese do derivado hibrido espiro-acridinico indolico (AMTAC-22)

A sintese, caracterizacao fisico-quimica e elucidacéao estrutural do AMTAC-22 foram
previamente realizadas por Pinheiro-Segundo (2020), fazendo parte do acervo de pesquisa do
Laboratorio de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos (LDSF), no Campus | da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), sob a coordenacdo do Prof. Dr. Ricardo Olimpio
de Moura.

4.3 Atividade biologica em cepas de Leishmania infantum
4.3.1 Manutencdo das culturas

Os parasitos e linhagens celulares foram cedidas pelo Prof. Luiz Carlos Alves do
Departamento de Parasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes/ Fundacéo Oswaldo Cruz (IAM/
FIOCRUZ), Recife, PE.

4.3.2 Cultivo dos parasitos

As formas promastigotas de Leishmania infantum (Cepa MHOM/BR/70/BH46) foram
mantidas em meio Schneider (Sigma) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e 1%
de estreptomicina, cultivadas em estufa incubadora para demanda bioguimica de oxigénio
(B.0.D) — J. Prolab, modelo JP. 100 (LBCM/CPgAM) a temperatura de 26° C. As formas
promastigotas foram utilizados em fase exponencial de crescimento em todas as fases do

experimento.

4.3.3 Avaliacédo da atividade promastigoticida

Para realizacdo dos testes in vitro dos derivados espiro-acridinicos, as formas
promastigotas do parasito foram coletadas, contadas e diluidas em meio Schneider (Sigma)
suplementado com 20% de SFB em uma concentragdo de 1x10° células/mL. Em seguida, as
células foram incubadas em diferentes concentra¢es dos compostos (10; 5; 2,5, 1,25; e 0,625
pg/mL), por 72 horas.

As células do controle negativo foram incubadas apenas com o meio Schneider e do
controle positivo foram incubadas com farmaco comercial anfotericina B. O crescimento da
cultura foi acompanhado ap6s 72 horas, através de contagens das células viaveis utilizando a

camara Neubauer, sendo calculado a partir da equacgéo a seguir:
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N° leishmania/mL= n° de células contadas X n° de quadrantes da cdmara de Neubauer
X adiluigéo utilizada X 10* (Fator de correcdo da camara de Neubauer)

O parametro usado para estimar a inibicao do crescimento foi a concentracao capaz de
inibir 50% do crescimento dos parasitos (Clsg), sendo determinado apds 72 horas de cultivo por
analise de regressdo linear com o software SPSS 8.0 para Windows.

Cada teste foi realizado a partir de dois experimentos independentes, com culturas

distintas e em triplicata para cada experimento.

4.3.4 Andlise de citotoxicidade
4.3.4.1 Cultivo das células Vero

As células Vero foram cultivadas em garrafa de culturas, contendo meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino e conservadas em estufa incubadora de CO2 —
Thermo Scientific Forma Series Il Water Jacket (LBCM/CPgAM) a 5% de CO2 e a 37°C, cujo

meio de cultura foi trocado duas vezes por semana.

4.3.4.2 Analise de citotoxicidade em células Vero

O teste de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) é
baseado na reducdo dos sais amarelos de tetrazdlio por redutases mitocondriais de células
metabolicamente ativas, com a formacao de cristais azuis intracelulares. Apos a solubilizacéo,
tem-se a andlise por espectrofotometria UV/visivel, e quanto menor for a viabilidade celular,
menor serd a reducdo do MTT indicada pelo menor sinal espectrofotométrico.

Células Vero foram semeadas em placas de 96 pogos, na concentragio de 6x10°
células/pogo e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Ap0s 24 horas, 0 sobrenadante
foi removido e as células foram incubadas na presenca de varias concentracGes dos compostos
(10; 5; 2,5; 1,25 e 6,125 pg/mL) por 72 horas. Posteriormente, o sobrenadante (Meio RPMI
contendo os compostos) foi retirado e adicionado a mesma quantidade de meio RPMI sem
vermelho de fenol, somado a 10 uL de MTT na concentracdo de 5 mg/mL diluido em Tampé&o
Fosfato Salino (PBS), as células foram incubadas por 3 horas nas mesmas condigdes de cultivo.

Apbs a incubacdo, 0 MTT foi retirado cuidadosamente e adicionado 100 uL. de DMSO
(Dimetilsufoxido) por pogo para a solubilizagdo dos cristais derivados da reducdo do MTT,
seguido de agitacdo da placa durante 15 minutos. A leitura da absorbancia dos cristais de
formazan solubilizados foi realizada utilizando o leitor de ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad),

Califérnia, EUA, com comprimento de onda de 490 nm, por 15 segundos.
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A porcentagem de células viaveis em relacdo as células controles foi estimada e a
concentracdo capaz de causar a perda de viabilidade em 50% (CCso) das células foi determinada
por andlise de regressao linear dos dados obtidos pelo software SPSS 8.0 para Windows.

Cada teste foi realizado a partir de dois experimentos independentes, com culturas

distintas e em quadruplicata para cada experimento.

4.3.4.3 Analise de citotoxicidade em hemacias

A avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada como ja descrito anteriormente por
Serafim et al. (2018) no Laboratério de Imunologia de Doencas Infecciosas (LABDIC), da
Universidade Federal da Paraiba -UFPB, campus Jodo pessoa, sob a responsabilidade da Profa.
Dra. Tatjana Keesen de Souza Lima.

Apds a coleta de sangue periférico humano (O+), os eritrécitos foram diluidos em
Solucdo Salina Tamponada com Fosfato (PBS), ajustando a concentracdo do sangue para 5%
de heméacias em um volume de 80 pL.

As solucdes-estoque do derivado e dos farmacos de referéncia foram adicionadas e
diluidas em concentra¢es seriadas num volume de 20 uL de PBS (400, 200, 100, 50, 25, 12,5,
6,25 e 3,12 pg/mL). Em seguida, foram incubados durante 1 hora a 37°C em estufa B.O.D e a
reacao foi interrompida pela adi¢do de 200 pL de PBS.

Posteriormente, as suspensdes foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria, utilizando
espectrofotdbmetro (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 solucdo de amostra testada com igual volume de PBS e 4gua Milli-
Q estéril, respectivamente.

Os experimentos foram realizados em triplicata biol6gica e duplicata amostral. Os
resultados foram expressos em concentracdo hemolitica média (HCso), considerando o controle
positivo como 100% de hemolise.

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.
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4.3.4.4 Determinagao do indice de seletividade

A partir dos dados referentes a atividade promastigoticida e do ensaio de citotoxicidade
frente as células Vero e eritrocitos humanos, estimou-se respectivamente, o Clso (Concentracéo
capaz de inibir 50% do crescimento), o CCso (Concentragéo citotoxica para 50% das células
Vero) e HCso (Concentragdo capaz de causar 50% de hemdlise).

Desse modo, através destas estimativas determinou-se o indice de seletividade (IS). O
IS € um indicativo in vitro que demonstra se a substancia possui atividade mais seletiva para o
parasito (Leishmania sp.) em relacdo as células Vero ou eritrocitos (Serafim et al., 2018), cuja
determinacdo ocorreu pela razdo entre os valores de CCso e Clso para células vero e de HCspo €

Clso para eritrocitos.

4.4 Avaliacéo in silico do derivado hibrido espiro-acridinico inddlico e seus bioisésteros
4.4.1 Estudo de ancoragem molecular
No estudo de ancoragem molecular, priorizou-se a selecdo de alvos influentes na
leishmaniose e ja descritos na literatura como possiveis vias de tratamento, com maior énfase
no agente etioldgico Leishmania infantum. Desse modo, as estruturas cristalograficas da
Topoisomerase |, Esterol 14a-Desmetilase (CYP51) e Tripanotiona Redutase (TR), com

especificacOes destacadas na tabela 1, foram obtidas através do Protein Data Bank (PDB).

Tabela 1- Alvos selecionados para estudo de ancoragem molecular
PDB ID ESPECIFICAQOES ORIGEM

2B9S Estrutura cristalografica heterodimérica da Leishmania donovani

topoisomerase | em complexo com DNA e
vanadato
3L4D Estrutura cristalografica da enzima esterol 14a- Leishmania infantum
desmetilase em complexo com fluconazol
4APN Estrutura cristalografica da tripanotiona redutase Leishmania infantum

em complexo com inibidor diaril pirrolico

Fonte: Adaptado do Protein Data Bank (PDB)

As estruturas analisadas (AMTAC-01, AMTAC-21, AMTAC-22 e AMTAC-24)
descritas na tabela 2 foram desenhadas no ChemDraw Ultra 12.0, com posterior otimizagéo
durante a etapa que envolve minimizacdo de energia e analise conformacional por meio da

aplicagdo do método semi-empirico de parametizacdo PM6, usando o software Spartan 14.
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Em seguida, a ancoragem das moléculas otimizadas foi executada nos alvos definidos,
utilizando o programa Gold 5.8.1. A validagéo do estudo foi feita por redocking, quando os
alvos apresentavam ligante cocristalizado, considerando valores do Desvio Quadréatico
Médio (RMSD) menores que 2.0 A (BELL; ZHANG, 2019). Adicionalmente, compostos de
referéncia foram acrescentados como parametros farmacologicos de atividade inibitdria nos
alvos selecionados, visando aumentar a confiabilidade do estudo.

Na modelagem molecular realizada considerou-se o receptor como uma estrutura
rigida e os ligantes como flexiveis, assumindo variadas poses, cujos resultados foram
analisados a partir das interagdes intermoleculares que mensuram a afinidade energética em
relacdo ao alvo, traduzida como o valor de score que é fornecido pelo Gold. As conformacGes
ou poses com maior valor de score foram avaliadas, utilizando o programa Pymol 1.7.4.5 e
para a visualizacdo dos tipos de interacGes e distancias aplicou-se o programa Discovery
Studio Visualizer 2021 Client.

Tabela 2- Novos derivados espiro-acridinicos analisados por ancoragem molecular
NOMENCLATURA ESTRUTURA

AMTAC 01- (E)-1’-(benzilidenoamino)- 5’-oxo-
1’,5’-dihidro-10H-espiro[acridina- 9,2’-pirrol]-
4’-carbonitrila

AMTAC 21- (E)-5’-0x0-1’-((quinolin-
6-ilmetileno)amino)-1’,5’- dihidro-10H-
espiro[acridina-9,2’-pirrol]- 4’-carbonitrila

AMTAC 22- (E)-1"-(((1H-
Indol-6-il)metileno)amino)-5-oxo0-1,5’- dihidro-
10H-espiro[acridina-9,2-pirrol]- 4’-carbonitrila

AMTAC 24- (E)-5’-0x0-1-((piridin-4-
ilmetileno)amino)-1°,5’- dihidro-10H-
espiro[acridina-9,2’-pirrol]- 4’-carbonitrila

Fonte: Autoria (2021)

4.4.2 Predicéo do perfil farmacocinético e de toxicidade
A realizagdo de estudos preditivos de ADME-Tox (Absorcdo, Distribuicéo,
Metabolismo, Excrecédo e Toxicidade) para os compostos AMTAC-01, AMTAC-21, AMTAC-
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22 e AMTAC-24, a partir de ferramentas online disponiveis em:

http://www.swissadme.ch/index.php. e http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction, é

importante para o direcionamento acerca do perfil farmacocinético dos potenciais farmacos,
assim como sinalizacdo de provavel toxicidade. Avaliou-se 0s parametros como absor¢ao no
trato gastrointestinal, Solubilidade Aquosa (LogS), Lipofilicidade (WLogP e MLogP),
permeabilidade pela barreira hematoencefélica, metabolismo hepatico (inibi¢do de enzimas do
citocromo p450) e hepatotoxicidade. Adicionalmente, analisou-se 0 cumprimento dos critérios

de druglikeness estabelecidos por Lipinski (“regra dos 5”), Ghose, Veber e Egan.


http://www.swissadme.ch/index.php
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliagéo da atividade promastigoticida

A avaliacdo preliminar da acdo leishmanicida do derivado espiro-acridinico inddlico
(AMTAC-22) foi realizada em formas promastigotas de L. infantum. Com o objetivo de
determinar o potencial do bioisosterismo de anel como estratégia de modificagdo molecular,
partindo do arcabouco AMTAC-01 que, de acordo com Almeida et al. (2021), exibiu Clso=
2.039 £ 0.06 pg/mL frente as formas promastigotas e inibicdo de 21.7% do crescimento das
formas amastigotas na menor concentracéo testada de 0.78 pg/mL.

Na tabela 3, tem-se os valores de Clsp do AMTAC-01 e AMTAC-22 referente a
atividade promastigoticida em L. infantum (sendo media £ erro padrdo da média de dois
experimentos independentes realizados em triplicata). Observa-se que o desempenho do
AMTAC-01 (Clso=2.36 £ 0.25 pg/mL) é condizente com os dados descritos por Almeida et al.
(2021).

Tabela 3- Concentracdo inibitdria de 50% do crescimento (Clso) dos compostos avaliados
frente as formas promastigotas de L. infantum

Compostos Clso (pg/mL) Clso (UM)
AMTAC-01 2.36 £0.25 6.27 £ 0.66
AMTAC-22 0.83+£0.03 2.00 £ 0.08
Anfotericina B - 0.05+0.00

Fonte: Autoria (2021)

Em consequéncia da aplicacdo do bioisosterismo na modificacdo do anel benzilideno
pelo indol, tem-se o aperfeicoamento da acdo promastigoticida do AMTAC-22 (Clso= 2.00
0.08 uM) em relacdo ao AMTAC-01 (Clso= 6.27 + 0.66 uM), demonstrando que a elevacao
da polaridade associada ao aumento do volume estrutural, bem como disponibilidade de
grupamentos doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio favoreceram a atividade dos
derivados espiro-acridinicos. Corroborando para a viabilidade da estratégia e potencial
leishmanicida associado a hibridacdo de nucleos heterociclicos nitrogenados. Nessa avaliagdo
in vitro, utilizou-se a Anfotericina B como farmaco de referéncia, cujo valor de Clso= 0.05 +

0.00 uM foi superior a atividade observada para os derivados espiro-acridinicos.
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5.2 Avaliacéo da citotoxicidade do derivado hibrido espiro-acridinico indolico
5.2.1 Analise do potencial hemolitico

A atividade hemolitica foi testada em dilui¢Ges seriadas de 400, 200, 100, 50, 25, 12.5,
6.25 e 3.12 pl/mL dos compostos em estudo e 5% de hemacias. Atraves dos resultados
expressos na tabela 4, observa-se que os derivados espiro-acridinicos ndo apresentaram
potencial hemolitico nas concentragcfes avaliadas, com valores de Potencial Hemolitico Médio
(HCs0) variando de > 962.8 a > 1062.6 uM. O AMTAC-22 e seu scaffold AMTAC-01
demonstraram melhor perfil citotoxico em comparacdo com medicamento comercializado
(anfotericina B), visto que este exibiu HCso= 24.25+2.52 pM. Logo, aponta-se que a
citotoxicidade do AMTAC-22 ndo esta relacionada a lise celular pela ruptura da membrana

plasmatica.

Tabela 4- Concentracdo capaz de promover 50% de hemolise (HCso) de derivados espiro-
acridinicos e anfotericina B

Compostos HCso (UM)

AMTAC-01 > 1062.6

AMTAC-22 > 962.8
Anfotericina B 24.25+2.52

Fonte: Autoria (2021)

5.2.2 Citotoxicidade em células Vero

A citotoxicidade em células Vero (linhagem de células epiteliais renais extraidas de
macaco verde africano) foi avaliada nas dilui¢des de 10, 5, 2.5, 1.25 e 0.625 pl/mL. Conforme
os resultados descritos na tabela 5, tem-se que o AMTAC-22 apresentou desempenho
semelhante ao AMTAC-01, com valor de Concentracdo Citotoxica para 50% das células (CCso)
de 1.36 puM, em consequéncia ambos sdo associados a baixos indices de seletividade, sendo

0.68 e 0.21, respectivamente.

Tabela 5- Concentracéo inibitoria de 50% do crescimento (Clso) de promastigotas (L.
infantum), Concentrag&o citotoxica para 50% das células (CCsp) e indice de seletividade (1S=
CCso/Clso) de derivados espiro-acridinicos

Compostos CCso (LM) Clso (UM) IS

AMTAC-01 1.36 6.27 £ 0.66 0.21

AMTAC-22 1.36 2.00 £ 0.08 0.68
Anfotericina B 105.7 0.05+0.00 2110

Fonte: Autoria (2021)
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Ao realizar a comparacgdo com a atividade exercida pelo farmaco de referéncia, tem-se
que a anfotericina B possui menor citotoxicidade em células Vero (CCso= 105.7 uM) e maior
indice de seletividade (1S= 2110), logo, ambos derivados espiro-acridinicos possuem maior
citotoxicidade. O AMTAC-22 exibiu indice de seletividade pouco mais elevado que o
arcabouco AMTAC-01, desse modo as modificagbes moleculares aplicadas demonstraram
melhor atividade promastigoticida, ainda associada com baixa seletividade que € um indicativo
de potencial nefrotoxicidade. Porém, ndo se tem a inviabilizacdo da inclusdo desses derivados
espiro-acridinicos no tratamento da leishmaniose, devido a atenuacgéo da toxicidade através do

desenvolvimento de formulagfes viaveis com a aplicacdo da tecnologia farmacéutica.

5.3 Estudo de ancoragem molecular

Apbs a fase dos testes in vitro preliminares envolvendo o AMTAC-22, notou-se
promissora atividade mesmo em relacéo ao seu scaffold (AMTAC-01), contudo demonstraram
nefrotoxicidade. Desse modo, foram propostos dois bioisdsteros portando anéis heterociclicos
nitrogenados com variacdo no volume, sendo quinolina (AMTAC-21) e piridina (AMTAC-24),
porém ambos apresentam maior polaridade assim como o AMTAC-22 em comparacao ao
AMTAC-01, tais derivados estdo representados na figura 23 e foram analisados a partir de

ancoragem molecular.

Figura 23- Derivados espiro-acridinicos avaliados por ancoragem molecular

AMTAC-21

AMTAC-24

AMTAC-22
Fonte: Autoria (2021).
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Tendo em vista o potencial leishmanicida associado aos derivados espiro-acridinicos, é
interessante a avaliacdo comparativa entre eles e farmacos de referéncia utilizados como padrédo
que elevam a confiabilidade do estudo de ancoragem, visando validar o desempenho dos
mesmos nos sitios de ligacdo dos alvos selecionados (topoisomerase | de L. donovani,
tripanotiona redutase e esterol 14a-desmetilase de L. infantum) e direcionar possiveis
mecanismos leishmanicidas.

Na tabela 6, tem-se os valores de score atingidos pelos derivados espiro-acridinicos,
farmacos de referéncia e ligantes, quando existentes. Sabe-se que o aumento da qualidade
interativa da molécula inserida no sitio de ligagdo é traduzido em maior valor de score, logo
enquanto mais elevado o valor de score, tem-se proporcional maior afinidade frente aos alvos
selecionados para a avaliacdo in silico por meio da ancoragem molecular. Adicionalmente, os
alvos gue possuem ligantes cocristalizados foram validados a partir do redocking, apresentando
valores de RMSD menores que 2.0 A (BELL; ZHANG, 2019), cujas representagdes dos ligantes
fluconazol e diaril pirrol sdo demonstrados nas figuras 24 e 25, respectivamente.

Tabela 6- Valores de score relativos a ancoragem molecular nos alvos em estudo

Compostos CYP51 (3L4D) Topo | (2B9S) TR (4APN)
AMTAC 01 74.72 49.48 53.61
AMTAC 21 43.86 55.97 56.69
AMTAC 22 66.62 46.78 60.15
AMTAC 24 70.15 45.92 51.73
Cetoconazol 113.07 - -
Camptotecina - 53.24 -
Diflomotecano - 56.42 -
Perfenazina - - 63.85
Mepacrina - - 62.04
Ligante Diaril pirrol - - 57.10
Ligante Fluconazol 69.42 - -
RMSD (A) 1.39 - 1.64

Fonte: Autoria (2021).
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Figura 24- Ligante fluconazol cocristalizado (verde) e ligante fluconazol redocado (laranja)
no alvo esterol 14a-desmetilase (PDB ID: 3L4D)
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Fonte: Autoria (2021)

Figura 25- Ligante diaril pirrol cocristalizado (verde) e ligante diaril pirrol redocado (rosa) no
alvo tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)
" =,

—— Y
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Fonte: Autoria (2021).

Dentre os alvos selecionados para o estudo, tem-se a enzima esterol 14a-desmetilase,
também conhecida como CYP51, que é integrante da superfamilia do citocromo P450
(CYP450) e atua na metabolizacao de diversos substratos organicos. Mais especificamente, esta
enzima é responsavel pela catalise oxidativa, remogao do grupamento 14a-metil do nucleo de

esterol e transferéncia de dois elétrons e dois prétons, a partir da ligacdo do substrato esterol ao
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sitio ativo da enzima que possibilita a proximidade do grupamento 14a-metil frente ao ion de
ferro do grupo heme, localizado na porcéo central do anel de porfirina, desencadeando a
reducio do estado férrico (Fe*) ao ferroso (Fe?*) (EMAMI; TAVANGAR; KEIGHOBADI,
2017).

Além do grupo heme de ferro ligado a Cys422, o anel de porfirina é apoiado através de
ligacBes de hidrogénio com cinco residuos de aminoacidos principais: Tyr102, Tyr115, Arg123,
Arg360 e His420, constituindo o sitio ativo deste alvo, cujo ligante cocristalizado € o
antifangico fluconazol (PDB ID: 3L4D). De forma similar aos fungos, as membranas de
Leishmania sp. sdo constituidas majoritariamente por ergosterol e esterdis semelhantes, em
detrimento de colesterol que estd presente nas células de mamiferos, sendo essenciais na
regulacdo da fluidez e organizacdo da membrana. Consequentemente, os antifungicos azélicos
foram reposicionados para o tratamento de leishmaniose, visto que tais farmacos possuem
amplo espectro de atividade, com atuacdo na via biossintética do ergosterol através da inibicao
da enzima esterol 14a-desmetilase dependente da CYP450 (EMAMI; TAVANGAR,;
KEIGHOBADI, 2017; HARGROVE et al., 2011; MCCALL et al., 2015).

A partir das interacdes estabelecidas pelo ligante fluconazol (figura 26), destaca-se a
ligacdo carbono hidrogénio com Tyr102, apontado como residuo essencial para o suporte do
anel de porfirina somada as interagcbes com o grupo heme (Hem481) e o residuo conectado a
ele (Cys422). Dentre os derivados espiro-acridinicos, o AMTAC-01 demonstrou maior
afinidade em relacdo ao alvo, portando valor de score superior ao ligante fluconazol que €
justificado através da interacdo de menor distancia com Hem481, além da ligacdo de hidrogénio
convencional com Tyrll5 que também atua no suporte do anel porfirinico (figura 27),
conferindo maiores pontuacgdes em razéo do tipo de ligacao e reduzida distancia, que intensifica
a forca associada a interacao.

De acordo com os estudos descritos por Kulkarni e colaboradores (2013), o cetoconazol
apresentou melhor atividade in vitro frente as formas promastigotas de Leishmania donovani
que o fluconazol, exibindo valores de ICso= 1.67 £ 0.12 e >50 pg/mL, respectivamente. Visando
realizar uma correlacdo da atividade demonstrada na literatura e acdo no alvo CYP51,
adicionou-se o cetoconazol ao estudo de ancoragem (figura 28) e este apresentou pontuagéo
mais alta em relagdo ao fluconazol, devido as interagcdes adicionais dentro do sitio ativo
(Met105, Phel09 e Tyrl15) e fora dele (Met459, Thr458 e Val356), compartilhando com o
AMTAC-01 o alcance dos residuos Tyr115 e Met105, ndo atingidos pelo fluconazol. Além de
situar-se mais proximo dos residuos em comum com o fluconazol, com destaque para o

grupamento heme (Hem 481), cuja distancia de interacdo é reduzida e 0o AMTAC-01 assume
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uma pose com capacidade interativa ainda mais proxima, garantindo maior forca de interacéo

e corroborando para uma melhor atividade no sitio de ligagéo.

Figura 26- Representacdo 2D do ligante fluconazol ancorado no alvo esterol 14a-desmetilase
(PDB ID: 3L4D)

MET TYR
B:459 <
5.29 2.59
31355
: THR
L .24 B:294
HEM 273
B:481 2.68
ALA H
B:286 283
5.24
\) 3.54 5.01
2.70
CYS
na B:422
ALA
B:290
Interagdes
|:| Ligagdo Carbono Hidrogénio |:| Pi-Enxofre
Pi-Sigma Pi-Alquil
[ | [ pi-alq

Fonte: Autoria (2021).

Figura 27- Representacdo 2D do composto AMTAC-01 ancorado no alvo esterol 14a-
desmetilase (PDB ID: 3L4D)
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Fonte: Autoria (2021).
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Figura 28- Representacdo 2D do cetoconazol ancorado no alvo esterol 14a-desmetilase (PDB
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Fonte: Autoria (2021).

Na figura 29, tem-se o inibidor padréo fluconazol e AMTAC-01 inseridos no sitio ativo,
destaca-se que a capacidade interativa atribuida ao AMTAC-01 esta relacionada ao alcance
mais aproximado dos residuos de aminoacidos relevantes no sitio de ligacdo. Devido a presenca
de ligacGes rotacionaveis que possibilitaram maior grau de liberdade conformacional aos anéis
benzilideno e pirrol, resultando no encaixe mais favoravel dentro do alvo. Com énfase no menor
volume do benzilideno que conferiu maior complementaridade no sitio ativo, sendo
fundamentado pelo maior score dos derivados acridinicos com anéis menos volumosos
(AMTAC-01 e AMTAC-24).

Adicionalmente, tem-se a importancia do grupamento carbonilico inserido no anel
pirrol, cuja atuacdo como aceptor de ligacdo de hidrogénio favoreceu o desempenho dos
derivados espiro-acridinicos (AMTAC-01, AMTAC-22 e AMTAC-24), através de uma ligagéo
proxima com Tyr115, enfatizado na literatura pela sua relevancia associada a atividade no alvo.
A partir do estudo ndo se pbde direcionar uma possivel atividade do AMTAC-21 na CYP51,
visto que 0 mesmo ndo assumiu um encaixe favordvel no sitio de ligacdo predito pelo alvo

cristalogréfico utilizado, justificando a pontua¢do mais baixa associada a este composto.
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Figura 29- Representacdo comparativa entre ligante fluconazol (laranja) e AMTAC-01 (roxo)
ancorados no sitio de ligacdo do alvo esterol 14a-desmetilase (PDB ID: 3L4D)
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Fonte: Autoria (2021).

No alvo topoisomerase | complexado ao DNA de L. donovani -LTopo IB-DNA (PDB
ID: 2B9S), realizou-se a ancoragem a partir do sitio de ligacdo que envolve o residuo de
amino&cido Arginina 190 (Argl190), tendo em vista sua influéncia na atividade inibitdria da
enzima, segundo estudo realizado por Mamidala et al. (2016). Selecionou-se a camptotecina e
seu derivado diflomotecano como farmacos de referéncia, visto que conforme os resultados
descritos por Bodley e Shapiro (1995), a camptotecina é capaz de promover a formacao de
adutos de DNA nuclear-proteina a partir da estabilizagdo do complexo clivavel, exibindo
atividade citotoxica direcionada a L. donovani, com valor de CEso= 3.2 uM. Adicionalmente,
seu derivado diflomotecano obtido através da ampliacdo do Anel E para 7 membros, apresenta
hidrélise retardada, tendo em vista que constitui uma instabilidade apresentada pela
camptotecina (SAENZ, 2016).

O score do AMTAC-21 foi equivalente aos farmacos de referéncia para este alvo e
superou o desempenho da camptotecina, com poses representadas na figura 30, cujo sitio ativo
inclui os residuos Arg190, Lys211 e Tyr95 em comum ao estudo de ancoragem molecular
envolvendo o derivado AMTAC-11 descrito por Almeida et al. (2021). Através da
representacdo 2D exibida na figura 31, percebe-se que 0o AMTAC-21 realizou apenas ligagdes
de hidrogénio com o residuo Arg190, divergindo da camptotecina (figura 32) que além destas
exibiu interacdo hidrofobica. Adicionalmente, o anel quinolinico presente no AMTAC-21 e
farmacos de referéncia possibilitou duas interagcdes do tipo pi-alquil com distancias semelhantes

frente ao residuo Argl88, constituindo possivelmente um dos fatores que favorecem as
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melhores pontuagdes atingidas por esses compostos, devido a auséncia desse padrao interativo
para os outros derivados espiro-acridinicos avaliados.

Figura 30- Camptotecina (verde) e AMTAC-21 (cinza) ancorados no sitio de ligacao do alvo
LTopo IB-DNA (PDB ID: 2B9S)
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Fonte: Autoria (2021).

Figura 31- Representacdo 2D do AMTAC-21 ancorado no alvo LTopo IB-DNA (PDB ID:
2B9S)

LYS
E:211

TYR

A:85
Interagdes
[ Ligacdo de Hidrogénio Convencional [ ] Ligagiio Pi-Doador de Hidrogénio
[] Ligagiio Carbono Hidrogénio [] Pi-alquil

Fonte: Autoria (2021).
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Figura 32- Representacdo 2D da camptotecina ancorada no alvo LTopo IB-DNA (PDB ID:

2B9S)
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Fonte: Autoria (2021).

A camptotecina interagiu com o residuo Lys211, enquanto o diflomotecano (figura 33)
apresentou interacdo com Tyr95, contudo o AMTAC-21 demonstrou capacidade interativa com
ambos os residuos por meio de ligacdo de hidrogénio, enfatizando a ligacdo com Tyr95 que
justifica maior score do AMTAC-21 em relacdo a camptotecina, apesar da mesma possuir
ligagéo de hidrogénio mais forte com Lys211, em razdo da menor distancia ao comparar-se com
a interacdo estabelecida pelo derivado hibrido espiro-acridinico quinolinico com este residuo.
Por fim, as ligacdes de hidrogénio existentes entre os farmacos de referéncia e His93
influenciaram diretamente na diferenca de score entre o diflomotecano e AMTAC-21, visto que
é ausente neste ultimo.
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Figura 33- Representagéo 2D do diflomotecano ancorado no alvo LTopo IB-DNA (PDB ID:

2B9S)
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Fonte: Autoria (2021)

O promissor desempenho do AMTAC-21 que superou o inibidor, camptotecina, usado
como padrdo neste alvo, envolve a complementaridade geométrica entre o inibidor e a porgao
pirrol-imino-quinolina como observado na figura 30 tal conformacdo é permitida pelo maior
volume e planaridade associados ao ndcleo quinolinico que favoreceu o estabelecimento de
ligacdo de hidrogénio diferencial com o residuo Tyr95.

Por fim, tem-se a Tripanotiona Redutase (TR) que integra 0 mecanismo de defesa do
sistema antioxidante da familia Trypanosomatidae, através da atividade catalitica que mantém
0 ambiente intracelular dos parasitos reduzido, logo protege do estresse oxidativo (OTERO et
al., 2006; OLIVEIRA, 2018; TIWARI; TANWAR; MUNDE, 2018). O sitio catalitico, no qual
a tripanotiona liga-se, constitui um excelente alvo que controla a sobrevivéncia dos parasitos e
a maioria dos residuos de amino4cidos sdo conservados em todas as espécies (TIWARI,
TANWAR; MUNDE, 2018).

Nesse mecanismo de catélise, FAD atua como cofator e NADPH é um doador de
elétrons que participa da reducéo do substrato dissulfeto em tiois, destacando a importancia dos
residuos His461, Cys52 e Cys57 na conducdo adequada desta etapa. O sitio ativo é composto
também por uma porcao hidrofébica (Trp21, Tyr110 e Met113) que estabiliza o complexo com
0 substrato de tripanotiona dissulfeto e ndo sdo identificados na glutationa redutase humana,
cuja estrutura é polar. Adicionalmente, tem-se o “sitio Z” composto por Phe396, Pro398 e

Leu399 que é proximo ao sitio ativo e pode ser explorado no desenvolvimento de inibidores
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especificos direcionados a TR (KHAN et al., 2007; TIWARI; TANWAR; MUNDE, 2018;
VENKATESAN; SHUKLA; DUBEY, 2010).

As moléculas constituidas por triciclicos sdo conhecidas pela atividade inibitoria
competitiva direcionada ao alvo, como por exemplo, a mepacrina que € um derivado acridinico
e compostos portadores do nucleo fenotiazina também sdo enfatizados na literatura, em razéo
do seu potencial de inibicdo (TIWARI; TANWAR; MUNDE, 2018). Desse modo, selecionou-
se a mepacrina e perfenazina como parametros para o estudo de ancoragem molecular no alvo
tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN) cocristalizado com o ligante diaril pirrol (ligante).

Os derivados espiro-acridinicos, AMTAC-22 e AMTAC-21, que atingiram valores de
score mais elevados, tratam-se dos bioisdsteros que possuem ndcleo mais volumoso, sugerindo
que essa caracteristica é favoravel a interacdo e consequente maior afinidade nesse alvo, cujo
sitio é caracterizado por ser expandido e hidrofobico. Conforme observado na figura 34, a
presenca dos ndcleos de quinolina e indol possibilitaram proximidade com residuos adicionais

em relagéo aos de volume reduzido (benzilideno e piridina).

Figura 34- Representacdo 3D dos derivados espiro-acridinicos: AMTAC-01 (roxo),
AMTAC-21 (branco), AMTAC-22 (laranja) e AMTAC-24 (amarelo) ancorados no alvo
tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)
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Fonte: Autoria (2021).

De acordo com as interagOes realizadas exibidas nas figuras 35 e 36, a justificativa para
0 score mais elevado obtido pelo AMTAC-22 envolve a interagdo pi mais proxima de 11e106 e
ligacdo carbono hidrogénio com Ser105 e Ser109, porém o0 AMTAC-21 estabeleceu interagdes

com a porcdo catalitica (Cys52), caracteristica compartilhada com a perfenazina.
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Figura 35- Representagcdo 2D do AMTAC-21 ancorado no alvo tripanotiona redutase (PDB

ID: 4APN)
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Fonte: Autoria (2021).

Figura 36- Representacdo 2D do composto AMTAC-22 ancorado no alvo tripanotiona
redutase (PDB ID: 4APN)
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Fonte: Autoria (2021).
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A partir das figuras 37 e 38, é possivel estabelecer a relagdo de complementaridade entre
a mepacrina e AMTAC-22, também evidenciada a partir da comparacdo da disposicdo do
AMTAC-21 e perfenazina no sitio ativo, resultando em interacGes também semelhantes aos
farmacos de referéncia (figuras 39 e 40), permitindo enfatizar que a mepacrinae o AMTAC-22
apresentaram interagdes pi com Tyr110 e Leu399, ligacdo carbono hidrogénio com Ser109,
além de envolver os residuos Val58 e 1le106, enquanto a semelhanga avaliada entre a
perfenazinae AMTAC-21 é justificada a partir das interacOes realizadas pelo nucleo acridinico
e fenotiazinico com os residuos Cys52, Val58 e Leu399 somadas as interacGes do tipo pi com

Tyr110 e Trp21, assim como a relagdo observada com 11e106 e Ser109.

Figura 37- Representacdo comparativa entre mepacrina (Azul) e AMTAC-22 (Laranja)
ancorados no sitio de ligacdo do alvo tripanotiona Redutase (PDB ID: 4APN)
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Fonte: Autoria (2021).
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Figura 38- Representacéo comparativa entre perfenazina (amarelo) e AMTAC-21 (branco)
ancorados no sitio de ligacdo do alvo tripanotiona Redutase (PDB ID: 4APN)
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Fonte: Autoria (2021).

Figura 39- Representagdo 2D da mepacrina ancorada no alvo tripanotiona redutase (PDB ID:

4APN)
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Figura 40- Representagdo 2D da perfenazina ancorada no alvo tripanotiona redutase (PDB

ID: 4APN)
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Fonte: Autoria (2021).

Os derivados AMTAC-21 e AMTAC-22 compartilharam interagdes com 0s mesmos
residuos que o ligante diaril pirrol (figura 41), destacando maior valor de score atribuido ao
AMTAC-22 em relacdo ao ligante, devido intera¢Ges adicionais com Ser109, Ser105 e Val58,
sendo algumas destas apontadas também para 0 AMTAC-21, que por sua vez demonstrou
capacidade de interacdo com o sitio catalitico em conformidade com o alcance do ligante,
porém enfatiza-se que foi o Gnico composto que interagiu com trés residuos constituintes da

porcdo hidrofébica.
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Figura 41- Representacédo 2D do ligante diaril pirrol ancorado no alvo tripanotiona redutase
(PDB ID: 4APN)
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Fonte: Autoria (2021).

5.4 Predicéo do perfil farmacocinético e de toxicidade (ADME-Tox)

A aplicacdo de estudos in silico visando predizer o perfil farmacocinético e de
toxicidade ADME-Tox (Absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade) é uma
etapa importante na pesquisa e desenvolvimento de farmacos, devido a identificagdo preliminar
de fortes candidatos que se enquadram nos critérios de druglikeness (AGONI et al., 2020;
ALQAHTANI, 2017; KAR; LESZCZYNSKI, 2020). Atraves de plataformas online, como o
SwissADME e pkCSM, avaliou-se 0 AMTAC-22 e seus bioisosteros (AMTAC-21 e AMTAC-
24), assim como o scaffold AMTAC-01 para determinar a influéncia das modificacGes
moleculares no perfil farmacocinético e de toxicidade desses compostos.

A etapa de absorcdo é determinante na biodisponibilidade, eficacia e via de
administracdo de farmacos, estando associada a alguns aspectos, como por exemplo,
solubilidade aquosa, lipofilicidade e absorcdo gastrointestinal. Na tabela 7, os dados relativos a
solubilidade aquosa dos compostos espiro-acridinicos sao classificados através do método de
Ali, seguindo a escala: insollvel<-10<pouco sollvel<-6<moderadamente soluvel<-
4<soluvel<-2<muito<O<altamente (DAINA; MICHIELI; ZOETE, 2017).

A avaliacgdo da lipofilicidade pelo coeficiente de particdo n-octanol/agua Log Pow, levou
em consideracdo os critérios de druglikeness estabelecidos por Ghose (-0.4 < WLogP < 5.6),
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Egan (WLogP < 5.88) e Lipinski (MLogP < 4,15 ou CLogP < 5) (EGAN; MERZ; BALDWIN,
2000; GHOSE; VISWANADHAN, WENDOLOSKI, 1999; LIPINSKI et al., 1997).
Adicionalmente, a permeabilidade em Caco-2 (Linhagem Celular de Adenocarcinoma de Colon
Humano) que permite analisar a capacidade de absorcao intestinal é considerada alta a partir de
valores de Coeficiente de Permeabilidade Aparente (Log P app) acima de 0.90 x 10° cm/s
(PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Tabela 7- Perfil de solubilidade aquosa, lipofilicidade, absorcéo no trato gastrointestinal
(TGI), absorcdo intestinal e permeabilidade Caco-2 dos derivados espiro-acridinicos
AMTAC-01 AMTAC-21 AMTAC-22 AMTAC-24

Log S (Ali) -5.34 -5.88 -5.79 -4.50

WLog P 3.44 3.99 3.92 2.84

MLog P 3.01 2.91 2.74 1.98

Absorcdo TGI Alta Alta Alta Alta

Absorc¢éo intestinal 93.67 95.05 91.46 96.49
humana (%o)

Permeabilidade Caco-2 0.51 0.58 0.56 1.05

(10°% cm/s)

Fonte: Autoria (2021)

Os derivados espiro-acridinicos apresentaram solubilidade aquosa moderada, se
enquadraram nos limites de Log P (WLogP e MLogP) estabelecidos por Ghose, Egan e
Lipinski, assim como exibiram alta absor¢do gastrointestinal e porcentagem de absor¢édo
intestinal condizente, com valores de 91.46 a 96.49%. Destaca-se que 0 AMTAC-24
demonstrou maior potencial de solubilidade aquosa e esperado carater lipofilico reduzido,
resultando em maior porcentagem de absorcdo intestinal e alta permeabilidade em Caco-2 em
relagdo aos outros compostos avaliados.

Através de estudos realizados por Egan, Merz e Baldwin (2000) para identificar
moléculas bem absorvidas/ pouco absorvidas, com base nos descritores de polaridade e
lipofilicidade, como area superficial polar (PSA) e Log P (ALOGP98), respectivamente,
delineou-se regides especificas elipticas envolvendo moléculas com habilidade de permear a
barreira hematoencefalica (BHE) ou com absor¢éo no trato gastrointestinal (TGI) que leva em
consideracdo mecanismos de transporte ativo e de efluxo associados a baixa absorcéo, sendo

conhecido como “Egan egg” que deu origem ao Boiled-Egg, cuja fundamentacdo consiste na
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area de superficie polar topoldgica (TPSA) e o coeficiente de particdo n-octanol/agua
(WLOGP) de Wildman e Crippen (1999). O modelo Boiled-Egg é um método preditivo acerca
da capacidade dos compostos analisados na permeabilidade da BHE, absorcdo no TGI e
suscetibilidade de atuar como substrato da glicoproteina P (P-gP).

Na figura 42, observa-se a aplicagdo desse método preditivo aos derivados espiro-
acridinicos. Destaca-se que as modificacdes moleculares decorrentes do bioisosterismo de anel,
realizado no scaffold AMTAC-01, resultou no aumento da polaridade do AMTAC-22 e seus
bioisosteros (AMTAC-21 e AMTAC-24), influenciando no bloqueio da permeabilidade através
da BHE e como mencionado anteriormente, todos os compostos demonstram absor¢édo no TGl,
adicionalmente a ndo serem substratos da P-gp, facilitando a absorcéo desses derivados, visto
que esta atua no efluxo de xenobioticos através das membranas bioldgicas, com localizacédo

cerebral e no intermédio da parede do TGI e lumen.

Figura 42- Modelo Boiled-Egg dos derivados espiro-acridinicos
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Fonte: Adaptado de SwissADME (2021).

Logo, tem-se que o0s derivados espiro-acridinicos possuem potencial para o
desenvolvimento de futuras formulacdes para o tratamento da leishmaniose visceral (sistémica),
utilizando a via de administracdo oral que é caracterizada por maior seguranca e adesdo dos

pacientes. Em contraposicdo, a Anfotericina B possui baixa solubilidade aquosa, 0% de
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absorcéo intestinal humana e como consequéncia, tem-se a auséncia de formulagdes orais desse
farmaco disponiveis no mercado.

A selecdo de compostos drug-like, ou seja, moléculas que compartilham das
propriedades fisico-quimicas presentes na maioria dos farmacos ja conhecidos, levam ao
direcionamento de provaveis compostos biologicamente ativos que possuem potencial
terapéutico, através do cumprimento dos critérios de druglikeness estabelecidos por Lipinski

(“regra dos 5), Ghose, Veber e Egan que estdo destacados na tabela 8.

Tabela 8- Parametros considerados como critérios de druglikeness
Parametros de Druglikeness

Lipinski Peso molecular < 500
MLogP <4,15
Aceptores de ligagcdes de hidrogénio < 10

Doadores de ligagdes de hidrogénio < 5

Ghose 160 < Peso molecular < 480
-0,4 <WLogP <5,6
40 < Refratividade molar < 130
20 < Atomos < 70
Veber Ligacdes rotacionéveis < 10

Area de superficie polar topologica < 140

Egan WLogP < 5,88

Area de superficie polar topologica < 131,6

Fonte: Adaptado de SwissADME (2021).

Dentre os compostos avaliados de acordo com os critérios de druglikeness, 0o AMTAC-
01 e AMTAC-24 adequaram-se as regras, enquanto foi observada a violagéo da regra de Ghose
parao AMTAC-21 e AMTAC-22 que demonstraram valores de refratividade molar de 133.49
e 130.05, respectivamente. A diferenca dos resultados atingidos por estes Gltimos ndo constitui
grande distanciamento do parametro estabelecido por Ghose, principalmente 0 AMTAC-22.
Desse modo, os derivados espiro-acridinicos possuem potencial de biodisponibilidade e
compartilham das caracteristicas presentes em farmacos ja conhecidos, relacionando-os com
provavel atividade terapéutica.

Durante a biotransformagéo, cerca de 90% das moléculas terapéuticas sdo substratos
de cinco isoformas da CYP450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4),
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envolvidas na etapa | do metabolismo de farmacos através da oxidacéo, cuja inibicéo exerce
influéncia nas interacbes medicamentosas, devido ao acimulo de metabdlitos e consequentes
efeitos toxicos (DAINA; MICHIELI; ZOETE, 2017; MOROQY et al., 2012). Os derivados
espiro-acridinicos apresentaram o perfil de inibicdo das isoformas CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9 e CYP3A4, com excegdo da CYP2D6 que constitui uma via alternativa associada a
30% da metabolizacdo de xenobidticos e € menos reconhecida pelos farmacos devido ao seu
polimorfismo. Atualmente, muitos farmacos inclusos na terapéutica estdo envolvidos na
inibicdo de isoformas da CYP450 (MANIKANDAN; NAGINI, 2018), logo tal perfil ndo
impede a utilizagdo dos derivados espiro-acridinicos.

Na avaliacdo do perfil de toxicidade dos compostos, aponta-se que a substituicdo do
benzilideno por nucleos heterociclicos nitrogenados resultou no aumento da hepatotoxicidade.
Porém, o antifngico azdlico cetoconazol, amplamente utilizado no tratamento de diversas
infeccOes tdpicas e sistematicas a partir da estratégia de reposicionamento de farmacos pode
ser aplicado no tratamento de leishmaniose, também apresenta potencial hepatotoxicidade,
mas nao inviabiliza sua notoriedade na pratica clinica. Adicionalmente, a predicdo in silico é
apenas um direcionamento, contudo sdo necessarios testes in vitro e in vivo para garantir a

seguranca dos derivados espiro-acridinicos propostos.
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6 CONCLUSAO

Em consequéncia da aplicacdo do bioisosterismo de anel, o AMTAC-22 apresentou
melhor atividade frente as formas promastigotas de Leishmania infantum em comparacao ao
scaffold AMTAC-01 e ndo demonstraram potencial hemolitico, nas concentracdes avaliadas,
em contraste com o farmaco de referéncia (anfotericina B). Porém, exibiram nefrotoxicidade,
que ndo impede sua utilizagdo, uma vez que existem farmacos com perfil nefrotoxico que sdo
utilizados na clinica. Além disso, destaca-se 0 avango no desenvolvimento da tecnologia
farmacéutica que possibilita uma reducédo nos impactos de toxicidade.

Tais derivados somados aos dois bioisosteros propostos adicionalmente foram avaliados
a partir do estudo de ancoragem molecular nos alvos CYP51, LTopo IB-DNA e tripanotiona
redutase, destacando o desempenho dos derivados AMTAC-01, AMTAC-21 e AMTAC-22,
cuja aplicacdo da estratégia de modificacdo molecular foi responsavel pelo direcionamento
destes compostos em alvos diferentes, com os quais exibiram elevada afinidade e estabeleceram
interacbes com residuos de aminodcidos relevantes, apresentando complementaridade em
relacdo aos farmacos usados como padrao.

Também observou-se a influéncia da modificacdo estrutural em relacdo ao perfil
farmacocinético e de toxicidade, com elevacdo da polaridade dos derivados AMTAC-21,
AMTAC-22 e AMTAC-24, resultando no bloqueio da permeabilidade através da barreira
hematoencefalica, porém todos os derivados espiro-acridinicos apresentaram alta absorcéo
gastrointestinal com destaque para 0 AMTAC-24 que demonstrou alta permeabilidade em
Caco-2, validando o promissor potencial desses compostos no desenvolvimento de futuras
formulagdes de administragdo oral. Por fim, a substituicdo do anel benzilideno por nlcleos
heterociclicos nitrogenados aumentou hepatotoxicidade associada a esses compostos, mas nao
inviabiliza a sua potencialidade e utilizacdo na terapia, visto que farmacos inclusos na préatica
clinica possuem tal perfil e trata-se de uma informacao preditiva, necessitando de avaliacdes in
vitro e in vivo.

A partir da avaliacéo in silico, os bioisosteros AMTAC-21 e AMTAC-24 destacaram-
se pelo potencial farmacodindmico e farmacocinético, respectivamente. Logo, propde-se a
posterior avaliacdo de sua atividade leishmanicida e perfil farmacocinético in vitro, visando
estabelecer uma correlacdo com os resultados obtidos in silico e enfatizar a relevancia da

aplicacdo do bioisosterismo de anel como estratégia de modificagdo molecular.
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APENDICES
ANCORAGEM MOLECULAR

Apéndice 1- Ligante fluconazol cocristalizado (verde) e ligante fluconazol redocado (laranja)
no alvo esterol 14a-desmetilase (PDB ID: 3L4D)

\ -
ALA-286 MET-459

]

LEU;35§

CYS-422
\
I

Apéndice 2- Representacdo 2D do composto AMTAC-01 ancorado no alvo esterol 14a-
desmetilase (PDB ID: 3L4D)

3.74 / y

MET 4.85%
B:105
MET
B:459
Interacdes
- Ligagdo de Hidrogénio Convencional I:I Pi-Algquil

0 rissigma
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Apéndice 3- Representacdo 2D do composto AMTAC-21 ancorado no alvo esterol 14a-
desmetilase (PDB ID: 3L4D)

PRO
B:209

TYR
B:456
4.71
4.62
VAL
B:356
FRO
BE:52
Interacdes
- Ligacdo de Hidrogénio Convencional |:| Pi-Alquil

|:| Empilhamento Pi-Pi

Apéndice 4- Representacdo 2D do composto AMTAC-22 ancorado no alvo esterol 14a-
desmetilase (PDB ID: 3L4D)

4.87 5.02 N B:421

Interacdes
- Liga¢3o de Hidrogénio Convencional |:| Pi-Piem Formade T

- Pi-Sigma I:I Pi-Alquil



Apéndice 5- Representacdo 2D do composto AMTAC-24 ancorado no alvo esterol 14a-
desmetilase (PDB ID: 3L4D)

VAL
B:285
PHE
B:109
VAL
B:108
Interagdes
[ tigagio de Hidrogénio Convencional [ Empilhamento Pi-Pi
|:| Ligacdo Carbono Hidrogénio |:| Pi-Pi em Forma de T
I pisigma [ ei-alquil

Apéndice 6- Representacdo 2D do ligante fluconazol ancorado no alvo esterol 14a-
desmetilase (PDB ID: 3L4D)

MET TYR
B:459 Rl
539 259
LEU
B:355 THR
H_{/ I Al B:294
HEM " 773
B:481 ' 2.68
ALA . H
B:286 283 { Y
5.24 \ P

/‘:,’7‘.“ /;)(\) Y
: 354 5o

Saa Lot 2.70
N cvs
=0 B:422

ALA
B:290
Interagdes
|:| Ligagio Carbono Hidrogénio |:| Pi-Enxofre

[ risigma [ Ppi-alquil
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Apéndice 7- Representacdo 2D do cetoconazol ancorado no alvo esterol 14a-desmetilase
(PDB ID: 3L4D)

CYS

B:422 THR
TYR . 83 —_— B:458
B:115 v (LEUY MET, VAL
2.64 . B355 ' 3.00 0438
M g
514 ALA 363 (1. e 5.24 225 89 e
B:290 | X 2.08
PHE 256
B:109 P ; M 1
4.67 HEM 4.36 H 0
B:481 \ _ _ //
_— — I —L
4.05 IS A f -
; |
N
3.79 N -
ALA
B:286 MET
B:105
Interactes
I:l Ligagdo Carbono Hidrogénio I:l Alguil
[ pisigma [ pi-alquil
[ Pi-Enxofre

Apéndice 8- Representacdo 3D do ligante fluconazol (laranja) e AMTAC-01 (roxo)
ancorados no sitio de ligacdo do alvo esterol 14a-desmetilase (PDB ID: 3L4D)

\.A = - /z“' 1 7
MET-105 4 N MET: ]’45 9
\ / z,
=i \
- \y \
ALA-286 \

5}:‘\ \ :
¢ TYR-115~
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Apéndice 9- Representacdo 3D dos derivados espiro-acridinicos: AMTAC-01 (roxo),
AMTAC-22 (laranja) e AMTAC-24 (amarelo) ancorados no sitio de ligacdo do alvo esterol
14a-desmetilase (PDB ID: 3L4D)

\
/TYR-115

Apéndice 10- Representacdo 3D da camptotecina (verde) e AMTAC-01 (roxo) ancorados no
sitio de ligacdo do alvo LTopo IB-DNA (PDB ID: 2B9S)

7

# r > TYR-95
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Apéndice 11- Representacdo 3D da camptotecina (verde) e AMTAC-21 (branco) ancorados
no sitio de ligagédo do alvo LTopo IB-DNA (PDB ID: 2B9S)

S
2 L \

Lys-211

\

Apéndice 12- Representacdo 3D da camptotecina (verde) e AMTAC-22 (laranja) ancorados
no sitio de ligacéo do alvo LTopo IB-DNA (PDB ID: 2B9S)

ry

Lys-211

, N
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Apéndice 13- Representacdo 3D da camptotecina (verde) e AMTAC-24 (amarelo) ancorados
no sitio de ligagédo do alvo LTopo IB-DNA (PDB ID: 2B9S)

B N

/

Lys-211

\

Apéndice 14- Representacdo 3D da camptotecina (verde) e diflomotecano (rosa) ancorados
no sitio de ligacéo do alvo LTopo IB-DNA (PDB ID: 2B9S)

LYS-211

HIS-93



94

Apéndice 15- Representacdo 2D do AMTAC-01 ancorado no alvo LTopo IB-DNA (PDB ID:

2B9S)
:._L ‘,.: -". |2.29 TYR
o esalasase A9
ey / 5.24
i
i .44
+
297
ARG
A:100
Interacdes
[ Ligagdo de Hidrogénio Convencional [ eipiemFormadeT
[[] Ligacdo Pi-Doador de Hidrogénio [] Pi-Alquil
[ ri-sigma

Apéndice 16- Representacdo 2D do AMTAC-21 ancorado no alvo LTopo IB-DNA (PDB ID:
2B9S)

TYR
A:95

Interagdes
[ LigagHio de Hidrogénio Convencional [] Ligag8io Pi-Doador de Hidrogénio
[] vigagdo carbono Hidrogénio [ pi-alquil
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Apéndice 17- Representacdo 2D do AMTAC-22 ancorado no alvo LTopo IB-DNA (PDB ID:

2B9S)
ARG
A:190
"' TYR
Zill] 519 l'-:.95
Yo 265y '
) 2.99 ¢
L
2,;_ “.l 5.16
|
P 5.00
H-/ ~ '/
M
Interactes
- Ligacio de Hidrogénio Convencional - Pi-Piem Formade T
P risigma [ pi-alquil

|:| Pi-Par de Elétrons Livres

Apéndice 18- Representacdo 2D do AMTAC-24 ancorado no alvo LTopo IB-DNA (PDB ID:
2B9S)

4.06
ARG
A:188
Interagoes
- Ligagdo de Hidrogénio Convencional I:l Pi-Alquil

|:| Ligacdo Carbono Hidrogénio
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Apéndice 19- Representacdo 2D da camptotecina ancorada no alvo LTopo IB-DNA (PDB

ID: 2B9S)
ARG
A:188
ARG
Ad90
438 !
2-4'3' 4.66
oy a3 v 288
( '\ K -
3 . rs
. S TN
Ay LA
L__/ 2\ ) KI\ 0 .66 Lvs
\ ‘.‘ - /,::, /" - 266, [
\Q:_--h’ | J/ B:211

N,

NP

(0]
2.49
HIS
A:93
Interagdes
[ Ligacio de Hidrogénie Convencional [ miquil
[] uigac8o carbono Hidrogénio [ pi-aiquil

Apéndice 20- Representacdo 2D do diflomotecano ancorado no alvo LTopo IB-DNA (PDB
ID: 2B9S)

HIS
A:93
Interactes
[ Ligacio de Hidrogénio Convencional [[] ugagdo Pi-Doador de Hidrogénio

[] tigaglo carbono Hidrogénio [] pi-Alquil
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Apéndice 21- Ligante diaril pirrol cocristalizado (verde) e ligante diaril pirrol redocado (rosa)
no alvo tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)

Apéndice 22- Representacdo 3D do ligante diaril pirrol (verde) e mepacrina (azul) ancorados
no sitio de ligacdo do alvo tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)
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Apéndice 23- Representacdo 3D do ligante diaril pirrol (verde) e perfenazina (amarelo)
ancorados no sitio de ligacdo do alvo tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)

/L‘
“TTs-5

Apéndice 24- Representacdo 3D da mepacrina (azul) e AMTAC-21 (branco) ancorados no
sitio de ligacdo do alvo tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)

SER-105

ILE+106 “=, SER-109
. g e ,’Q’\*‘
A P R}no

\\

l\ M 1‘1‘3‘\
LE’L;—399.,N<
THR397 _
l RP-21
PHE-396 N
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Apéndice 25- Representacdo 3D da mepacrina (azul) e AMTAC-22 (laranja) ancorados no
sitio de ligacdo do alvo tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)

SER-105
\
ILE106 s, SER-109
=4 z 110

l M 1—1-3-\
LEt;.ags.__( -
N
THR397
RP-21
PHE-396 .

Apéndice 26- Representacdo 3D da perfenazina (amarelo) e AMTAC-21 (branco) ancorados
no sitio de ligacdo do alvo tripanotiona redutase (PDB ID: 4APN)

SER.105

\
ILEF206 ™, SER-109
£ o g
- L %110

LlEl;-SQB =5 <

v

THRZ397
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Apéndice 27- Representacdo 3D da perfenazina (amarelo) e AMTAC-22 (laranja) ancorados
no sitio de ligacédo do alvo tripanotiona redutase (PDB 1D: 4APN)

SER-105

ILE}206 s SERL09

L 5 ME H3\
I;‘E?U»sse._\{f
\ /
THRVVS{;
PHE-396 N

Apéndice 28- Representacdo 3D dos derivados espiro-acridinicos: AMTAC-01 (roxo),
AMTAC-21 (branco), AMTAC-22 (laranja) e AMTAC-24 (amarelo) ancorados no sitio de
ligacdo do alvo tripanotiona redutase (PDB 1D: 4APN)
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Apéndice 29- Representagdo 2D do AMTAC-01 ancorado no alvo tripanotiona redutase
(PDB ID: 4APN)

ILE
B:106
VAL 1.90
B:58
5.28
5.50
VAL
B:53
5.70
CYS
B:52
Interagdes
- LigacSo de Hidrogénio Convencional - Empilhamento Pi-Pi
[[] PiEnxofre [ pi-alquil

Apéndice 30- Representagdo 2D do AMTAC-21 ancorado no alvo tripanotiona redutase
(PDB ID: 4APN)

5.72 4.92
CYS 5.47 5.19
B:52
ILE
LEU B:106
A:300
VAL
BE:58
Interacdes
- Ligagio de Hidrogénio Convencional - Pi-Piem Formade T
[] PiEnxofre [ pi-alquil

[ Empilhamento Pi-Pi
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Apéndice 31- Representagdo 2D do AMTAC-22 ancorado no alvo tripanotiona redutase
(PDB ID: 4APN)

SER
B:105
G, e
1,79 2.14
¢ 4.51
5.74 H
N=—"\_ “\j
'3.87
a3r s
ILE . “TYR
B:106 L B:110
(LEU
5.20 ‘A:399
VAL -
B:58
Interagdes
[ tigagdo de Hidrogénio Convencional [[] Pi-Enxofre
:] Ligagdo Carbono Hidrogénio - Empilhamento Pi-Pi
Pi-Sigma Pi-Alquil
- ]

Apéndice 32- Representacdo 2D do AMTAC-24 ancorado no alvo tripanotiona redutase
(PDB ID: 4APN)

NN 2.69 SER

“{TYR
B:110
4.61

MET

B:113
Interagdes
- Ligagio de Hidrogénio Convencional - Empilhamento Pi-Pi
I:I Ligagdo Carbono Hidrogénio I:I Pi-Alguil

I:I Pi-Enxofre
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Apéndice 33- Representagdo 2D da mepacrina ancorada no alvo tripanotiona redutase (PDB

ID: 4APN)
LEU
A:399
FHE
A:396
4.19 4.16
4.09
L]
-~ L]
\ 4,/\//{\ 5.50 ILE
W \ 203 'B:106
.87 2.19 4.72 442
3.50
VAL
o 437  p:58
TYR
B:109 B:110
VAL
B:53
Interagdes
Ligac8o Carbono Hidrogénio Alguil
[ tigac g ] Al
[ reisigma [] pi-alquil
Apéndice 34- Representacdo 2D da perfenazina ancorada no alvo tripanotiona redutase (PDB
ID: 4APN)
TYR
B:110
(\ 5.48
AN\ /N LEU
I A:399
g'r:? \ /
3 H 4.59
TRP
BE:21 560 5.13
ILE
stll.:gg B:106 534 4.99
- 5.47
VAL VAL
BT e B:58
Interacdes
Ligagio Carbono Hidrogénio Alguil
] =]
[ risigma [] pi-alquil

|:| Pi-Enxofre
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Apéndice 35- Representacdo 2D do ligante diaril pirrol ancorado no alvo tripanotiona
redutase (PDB ID: 4APN)

LEU
A:399
5.22
ILE
CYS B:106
B:52
a.91
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AY s
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InteragSes
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