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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Eduardo Raul Pereira Veltri
A leishmaniose é um grave problema de salude publica, sendo considerada uma doenca

extremamente negligenciada, para a qual ainda ndo existe vacina licenciada para uso em
humanos e o tratamento € caro e toxico. Na busca para o desenvolvimento racional de
novos farmacos, a escolha de um alvo seletivo no parasito é essencial. Enquanto os
mamiferos produzem colesterol, os tripanossomatideos produzem esterdis com
esqueleto ergostano, como o ergosterol. O passo divergente da via dos parasitos € a
transferéncia de um grupamento metila da S-adenosilmetionina (SAM) para o carbono
24 de esterdis com estrutura colestano, formando uma ramificacdo no C24 néo existente
nos esterois de mamiferos, catalisado pela enzima esterol 24-C-metiltransferase
(ERGS®). Sendo assim, € proposta do presente trabalho estabelecer uma estratégia para a
prospeccdo de farmacos inibidores da enzima ERG6 de Leishmania spp. Para esse
objetivo, preparamos cepas de L. infantum e L. amazonensis que superexpressam a
ERG6. A confirmacdo da expressdo génica aumentada em ambas cepas de Leishmania
foi confirmada por PCR quantitativo (QPCR) em diferentes condigdes experimentais.
Em seguida, essas cepas foram utilizadas para realizacdo de triagem de farmacos.
Promastigotas e amastigotas de Leishmania spp. superexpressando ou ndo o alvo
estudado foram incubados com os diferentes compostos por 72h. Promastigotas de L.
amazonensis superexpressando a ERG6 se tornaram resistentes aos azapterocarpanos
LQB 333, 336, 339 e 341, e a cepa recombinante de L. infantum se tornou resistente as
substancias LQB 336, 339, 341 e 343. Em relacdo aos azasteroides, todos os derivados
da série ND apresentaram atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de
Leishmania spp. Além disso, promastigotas e amastigotas de L. infantum que
superexpressam a enzima alvo se tornaram resistentes quando tratadas com as
substancias ND-1 e ND-2. As amastigotas de L. amazonensis que superexpressam a
ERG6 também se tornaram resistentes a ND-1 e ND-2. Os resultados apresentados neste
trabalho indicam que o mecanismo de acdo dos azapterocarpanos e 0S azasteroides
destacados acima pode ser a inibicdo da ERG6.
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ABSTRACT

MASTER’S DISSERTATION IN CELULAR AND MOLECULAR BIOLOGY
Eduardo Raul Pereira Veltri
Leishmaniasis is a serious public health problem and is considered na extremely

neglected disease for which there is no vaccine licensed for humans and the first
treatment choice is expensive and toxic. Aiming the rational development of new drugs,
a new selective target in the parasites is essential. While mammals produce cholesterol,
trypanosomatids produce ergostane skeleton sterols, such as ergosterol. The divergent
step in the parasite pathway is a methyl group transfer from S-adenosyl methionine
(SAM) to carbon 24 of cholestane skeleton sterols, creating a branch in C-24 that
doesn’t exist in mammals sterols, catalysed by the enzyme sterol 24-C-
methyltransferase (ERG6). Thus, we propose in this work a prospection strategy for
ERG6 inhibitors drugs from Leishmania spp. For this, we performed L. amazonensis
and L. infantum strains overexpressing ERG6. We confirmated the gene expression
increase by quantitative PCR (qPCR) under different experimental conditions. These
strains were then used for drug screening. Leishmania spp. promastigotes and
amastigotes overexpressing or not the target studied were incubated with different
compounds for 72h. Promastigotes of L. amazonensis overexpressing ERG6 became
resistants to azapterocarpans LQB 333, 336, 339 and 341, and the L. infantum
recombinant strain became resistant to LQB 336, 339, 341 and 343. About azasteroids,
all derivatives of the serie ND presented leishmanicidal activity against promastigotes
of Leishmania spp.. Moreover, L. infantum promastigotes and amastigotes
overexpressing the target studied became resistant when treated with ND-1 and ND-2.
Amastigotes of L. amazonensis overexpressing ERG6 also became resistant to this two
compounds. Our results presented in this work indicate that the azapterocarpans and
azasteroids mechanism of action might be through ERG6 inibition.
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1 INTRODUCAO

1.1  Leishmanioses

As leishmanioses sd&o um conjunto de doencas causadas por pelo menos 20
espécies de protozoéarios parasitos do género Leishmania, eucariotos unicelulares da
ordem Tripanosomatida e familia Trypanosomatidae. Espécies distintas de Leishmania
causam diferentes manifestacGes clinicas, que variam de lesbes cutaneas com
capacidade de autocura (leishmaniose cuténea - LC) a danos em 6rgdos internos como
baco, figado e medula dssea (leishmaniose visceral - LV). A transmissdo de Leishmania
spp. ao hospedeiro vertebrado ocorre a partir de uma fémea infectada de um inseto vetor
da subfamilia Phlebotominae (Laison, 2010; CDC, 2018; DNDi, 2018).

1.1.1 Aspectos historicos

Poinar & Poinar (2004) relataram a existéncia de uma espécie pré-historica de
Leishmania conservada em ambar birmanés do Cretaceo inferior (100 milhGes de anos)
no sudeste asiatico. Foram encontradas formas promastigotas e amastigotas de um
tripanossomatideo digenético dessemelhante a Leishmania na proboscide e no intestino
médio abdominal do inseto vetor ja extinto da espécie Palaeomyia burmitis. No lumen
do intestino meédio das fémeas foram encontradas células sanguineas nucleadas, intactas
e/ou em estagio de lise/desintegracdo. Algumas células continham de 4 a 10 pequenos
corpos no interior de vacuolos esfericos e esbranquicados. Esses corpos eram
semelhantes em tamanho e forma ao estagio evolutivo conhecido de amastigota dos
tripanossomatideos. A espécie semelhante a Leishmania foi descrita em um novo
género fdssil Paleoleishmania e nomeada P. proterus.

Sobre a origem das células, foi realizada uma comparacdo entre as células
sanguineas fosseis do hospedeiro com as dos vertebrados atuais. Com base no tamanho
das células (13-23um de comprimento), ocorréncia em flebotomineos e o conhecimento
de que os répteis sdo infectados por protozoarios do género Leishmania atualmente,
concluiu-se que as células sanguineas do intestino medio do vetor fémea infectado séo
de origem reptiliana (Altman, 1961; Telford, 1995).

Em 2008, Poinar descreveu um segundo exemplar féssil (@mbar dominicano,
América Central) de Paleoleishmania encontrado em um flebotomineo ja extinto do
género Lutzomyia, datado no periodo Terciario (20-30 milhdes de anos). Promastigotas

e amastigotas de P. neotropicum foram encontrados na proboscide do extinto inseto



vetor Lutzomyia adketis, porém ndo foram observadas células sanguineas de origem
vertebrata. No entanto, a presenca de amastigotas encontradas nos insetos vetores e o
fato de que individuos flagelados monogenéticos ndo sdo capazes de infectar
flebotomineos indicam um ciclo de vida digenético de P. neotropicum, apresentando um
hospedeiro vertebrado. Esse registro fossil também fornece evidéncias de que
flebotomineos pré-histdricos eram vetores de protozoarios parasitos semelhantes as
espécies atuais de Leishmania desde meados do Oligoceno (23-36 milhGes de anos) ao
inicio do Mioceno (5-23 milhdes de anos).

A partir dos dados na literatura que relatam a historia da leishmaniose, fica
evidente que a evolugcdo da doenca estd intrinsecamente ligada a atividade humana.
Embora a doenca ja tenha afetado hominideos ancestrais, a leishmaniose ndo foi uma
causa de selecdo na evolucdo dos seres humanos como foi, por exemplo, a
tripanossomiase africana (Stervending, 2008). A migragdo humana demonstrou-se um
fator fundamental para a disseminacdo da doenca.

Documentos antigos e dados paleoparasitologicos indicam que a leishmaniose ja
era difundida na antiguidade. A identificacdo de parasitos do género Leishmania como
agentes etiologicos e de flebotomineos como vetores transmissores da leishmaniose
iniciou-se nos primeiros anos do século XX, e a descoberta de novos protozoarios do
género, assim como novas espécies de flebotomineos se estende até os dias atuais
(Stervending, 2017).

Na era moderna, foram evidenciadas lesbes cutaneas caracteristicas das
leishmanioses em paises da América do Sul, como Equador e Peru. A partir do século
XV, no periodo Inca, varios relatos caracteristicos da doenca em diferentes localizactes
eram nomeados de acordo com o local no qual eram registrados. Apesar das diferentes
nomenclaturas, como “Doenca do Vale”, “Doenca Andina” e “Lepra Branca”, as
condicdes clinicas eram semelhantes a LC atualmente encontrada na América do Sul
(Revisado por: Akhoundi et al., 2016). No caso do Oriente Médio, “Febre de Aleppo”,
“Febre de Bagda” e “Botdo do Oriente” foram alguns dos diferentes nomes dados a
essas manifestacGes clinicas, dependendo da localizacdo onde essas manifestacdes eram
registradas. No século XVIII, em 1756, o médico Alexander Russel observou o
desenvolvimento de lesGes na pele dos pacientes da populacdo de Aleppo, Siria, com
caracteristicas clinicas também semelhantes a LC (“Febre de Aleppo’). No mesmo ano,
médicos indianos diagnosticaram pacientes com sintomas semelhantes a LV ou calazar,

na época conhecida como “Febre negra”. Em 1764, 0 médico Cosme Bueno relatou pela
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primeira vez que os indigenas peruanos atribuiam a transmissdo de uma doenca
chamada uta a pequenos insetos que causavam lesdes semelhantes as conhecidas
atualmente causadas pelos protozoéarios de Leishmania. No século seguinte, em 1832,
William Twining publicou um livro que detalhava os sintomas do calazar em pacientes
indianos que apresentavam bago aumentado, anemia e febre intermitente (Cook, 2001).

Embora a busca pelos agentes causadores das diferentes formas de leishmaniose
tenha comecado no final do século XIX, a descricdo dos protozoarios ocorreu somente
no século XX. No entanto, em 1885, 0 médico escocés David Cunningham descreveu
formas amastigotas em casos de calazar (nomeada Delhi fever ou Delhi Boil), também
na india, porém ndo percebeu tratar-se de protozoarios parasitos. Posteriormente, em
1898, 0 médico do exército russo Piotr Fokich Borovsky foi o primeiro a reconhecer
que os corpos nucleoides presentes nas lesdes de pacientes diagnosticados com “Botao
do Oriente” ou “Febre de Aleppo” eram protozoarios, através da identificacdo do
cinetoplasto.

No inicio do século XX, em 1903, o patologista escocés William Leishman
relatou corpos ovoides no baco de um soldado britanico que havia morrido em servigo,
na India, e que apresentou sintomas como febre intermitente e esplenomegalia.
Experimentalmente, observou que 0s corpos ovoides detectados no paciente eram
idénticos em tamanho, forma e padré@o de coloragdo aos corpos encontrados no sangue e
Orgaos de camundongos que manifestavam a doenca. Leishman concluiu que se tratava
de formas degeneradas de protozoarios, caracterizando uma tripanossomiase (Leishman,
1903). No mesmo ano, o irlandés Charles Donovan relatou a presenca de corpos
semelhantes em amostras de baco de pacientes indianos diagnosticados com calazar
(Donovan, 1903). Apos os relatos dos médicos britanicos, Ronald Ross prop6s a
denominac¢do de ‘“corpos de Leishman-Donovan” para os corpos ovoides e de
Leishmania donovani para o agente causador (Ross, 1903).

Por outro lado, ainda em 1903, na cidade de Boston, 0 médico norte-americano
James Wright identificou a presenca de um protozoario patogénico em uma leséo facial
de uma crianga imigrante da Arménia e a diagnosticou com “Febre de Aleppo” (Wright,
1903). Para os pesquisadores, as doencas observadas tanto na india quanto nos Estados
Unidos eram consideradas completamente diferentes, ou seja, acreditavam que as
mesmas ndo guardavam nenhum grau de identidade. Somente em 1906 o pesquisador
alemdo Max Luhe prop6s renomear o patdégeno causador da doenca identificada por

Wright como Leishmania tropica. Dois anos depois, o francés Charles Nicolle verificou
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que as formas evolutivas de L. tropica eram muito semelhantes as formas de L.
donovani, fortalecendo a ideia da criagdo de um grupo de doengas que, apesar das
manifestagdes clinicas diferentes, eram causadas por protozoarios parasitos
morfologicamente iguais (Revisado por Grove, 2014).

J& no Novo Mundo, o médico brasileiro Adolpho Carlos Lindenberg e 0 médico
italiano Antonio Carini descreveram parasitos em lesdes de pele de pacientes
diagnosticados com Ulcera de Bauru, no estado de S&o Paulo. Inicialmente pensava-se
que os parasitas do Novo Mundo eram idénticos a L. tropica (Carini, 1909). No entanto,
em 1911, o brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna, estudando amostras de leishmaniose
obtidas de uma lesdo cutanea de um paciente, concluiu que o parasito era diferente de L.
tropica. Com base em observagdes sobre morfologia, Gaspar Vianna nomeou a nova
espécie como Leishmania braziliensis. Vale ressaltar que devido a um erro gréfico, a
espécie foi descrita como L. brazilienses, e somente no ano de 1916 o erro foi corrigido
para L. braziliensis (Vianna 1916; da Matta, 1916).

Com excecdo de L. peruvianna, descrita em 1913, todas as espéecies do Novo
Mundo causadoras de LC e leishmaniose mucocutéanea (LMC) foram identificadas e
carcterizadas nas décadas seguintes. Sao elas: L. mexicana (Biagi, 1953), L. guyanensis
(Floch, 1954), L. amazonensis (Lainson & Shaw, 1972), L. panamensis (Lainson &
Shaw, 1972), L. venezuelensis (Bofante-Garrido, 1980), L. lainsoni (Silveira, 1987). L.
naiffi (Lainson & Shawn, 1989), L. shawi (Lainson et al., 1989), L. lindenbergi
(Silveira, 2002) e L. waltoni (Shaw et al, 2015) (Lainson, 2010; Stervending, 2017).

O surgimento de novas formas da leishmaniose esta provavelmente relacionado
a atividade humana nas regides proximas ou dentro das florestas. Essa atividade
aumenta ndo somente as chances de contato com flebotomineos que normalmente se
alimentam de animais silvestres, mas também o risco de que espécies de Leishmania
ndo detectadas anteriormente possam ser transmitidas aos seres humanos (Stervending,
2017). Alem disso, o desmatamento e a invasdao humana descontrolada nas florestas
podem desencadear adaptacdes dos flebotomineos em questdo de novos habitos
alimentares (sangue de seres humanos e seus animais domésticos) (Nozais, 2003).

Atualmente sdo descritas mais de 30 espécies de insetos vetores transmissores
das leishmanioses. O género Phlebotomus € o principal responsavel pela transmissédo
dos parasitos no Velho Mundo, enquanto a transmissdo de protozoarios parasitos no
Novo Mundo ocorre principalmente por flebotomineos do género Lutzomyia (Claborn,
2010).



1.1.2 Leishmania spp.: 0 agente etiolégico

Os protozoarios causadores das leishmanioses habitam células do sistema
fagocitico mononuclear do hopedeiro vertebrado, principalmente macréfagos. No caso
do inseto vetor, 0os parasitos estdo presentes principalmente no intestino desses
organismos (Ashford et al., 2000). Em um ciclo bioldgico heteroxénico, os hospedeiros
vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos, como seres humanos,
roedores e canideos. Os hospedeiros invertebrados sdo pequenos insetos hematofagos
(fémeas) conhecidos como flebotomineos (Neuber, 2008).

Pertencentes ao Reino Protista, Classe Kinetoplastea e Ordem Trypanosomatida,
0s protozoarios parasitos do género Leishmania possuem minicirculos de DNA
mitocondrial denominado cinetoplasto, formando mini e maxi arranjos localizados no
interior da mitocéndria Unica desses organismos. (Revisado por Akhound et al., 2016).
Os insetos flebotomineos séo responsaveis pela transmissdo de mais de 20 espécies de
protozoarios do género Leishmania, que apresenta dois grandes subgéneros patogénicos
para a espécie humana: Leishmania e Viannia (Revisado por: Lainson, 2010).

A classificacdo do género Leishmania em subgéneros foi proposta por Lainson
& Shaw (1987) de acordo com o local de desenvolvimento dos parasitos no trato
digestivo do inseto vetor. As espécies que se desenvolvem no intestino posterior dos
flebotomineos estdo classificadas no subgénero Viannia, enquanto que 0 ndo
desenvolvimento dos parasitos no intestino posterior 0s agrupa no subgénero
Leishmania.

Os parasitos do género Leishmania séo digenéticos e apresentam dois estagios
evolutivos com diferencas morfoldgicas: as formas promastigota e amastigota (Fig.1). A
estruturacdo basica celular de Leishmania spp. é conservada. No interior da célula sdo
observadas organelas de coOpia Unica, como a mitocondria e o aparelho de Golgi. O
cinetoplasto esta localizado na porgéo anterior ao nucleo. A bolsa flagelar é formada na
base do flagelo, a partir de uma invaginacdo da membrana celular. Essa estrutura
fundamental permite o transporte de substancias entre o meio intra e extracelular
(endocitose e exocitose). Encontrada no hospedeiro invertebrado, as promastigotas
apresentam motilidade alta e sdo capazes de formar agrupamentos celulares durante o
processo de migracdo e colonizacdo do hospedeiro invertebrado. Ja as formas
amastigotas séo encontradas no hospedeiro vertebrado e apresentam formato elipsoide,

com um flagelo rudimentar no interior da bolsa flagelar. Embora sejam capazes de se
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locomover de acordo com o tropismo de cada espécie, as amastigotas ndo apresentam a
mesma motilidade que as formas promastigotas. Ambas as formas evolutivas do

parasito se multiplicam por divisdo binaria. (Teixeira et al., 2013; Sunte & Gull, 2017).
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Figura 1 — Principais formas evolutivas de Leishmania spp.: promastigota (A) e amastigota (B).
(Adaptado de Teixeira et al., 2013).

A transmissdo dos protozoarios ao hospedeiro vertebrado € iniciada quando,
durante o repasto sanguineo, o inseto vetor regurgita saliva contendo as formas
promastigotas metaciclicas do parasito na pele do hospedeiro. Essas promastigotas se
transformam nas formas amastigotas ao serem internalizadas por células do sistema
fagocitico mononuclear, principalmente os macrofagos, apos a fusdo de endossomos e
lisossomos, formando o vacuolo parasitéforo (VP). No interior das células do
hospedeiro, as amastigotas se multiplicam por divisdo binaria e ocorre o rompimento do
macrofago apds inumeras etapas de divisdo. A liberacdo dos parasitos para 0 meio
extracelular permite que novas células do hospedeiro sejam infectadas pelas
amastigotas.

A infeccdo do flebotomineo ocorre durante a realizagdo do repasto sanguineo em
um hospedeiro infectado com Leishmania spp, ingerindo as formas amastigotas
presentes no interior das células fagociticas. No trato digestivo do inseto, as amastigotas
se transformam em promastigotas prociclicas, multiplicando-se de forma logaritmica no
intestino anterior e médio do inseto. Apos, as promastigotas sofrem um processo
denominado metaciclogénese, um conjunto de modificacbes morfoldgicas e
bioguimicas nas células parasitarias, que deixam de se dividir e se transformam em
promastigotas metaciclicas, a forma infectante para o hospedeiro vertebrado. Vale

ressaltar que as formas multiplicativas ndo infectantes (promastigotas prociclicas) séo



capazes de aderir a parede do intestino do vetor. No entanto, apds a metaciclogénese, as
promastigotas perdem a capacidade de adesdo ao epitélio do intestino médio do
flebotomineo. Dessa forma, as promastigotas metaciclicas migram para a faringe e
cavidade bucal do inseto, onde serdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado apds um
novo repasto sanguineo, completando o ciclo e iniciando um novo processo de infeccao
no hospedeiro vertebrado (Fig.2) (Stuart et al., 2008; Kaye & Scott, 2011).
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Figura 2 — Ciclo bioldgico de Leishmania spp. (Adaptado de CDC, 2018).

1.1.3 Aspectos Clinicos e Epidemiologia das Leishmanioses

A infeccdo por Leishmania spp. é determinada geralmente pelas caracteristicas
da espeécie, pela biologia do vetor e pela resposta do hospedeiro. As manifestacdes
clinicas causadas pelas diferentes espécies de Leishmania variam desde a autocura das
lesbes cutaneas ao risco de morte na forma visceral da doenca. As leishmanioses
possuem dois principais grupos: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral
(LV) (Ministério da Saude, 2017).

No caso da LT, a mesma pode ser dividida em leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose disseminada (LD), leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) e leishmaniose
mucosa ou mucocutdnea (LMC). LC é a manifestacdo clinica mais comum das
leishmanioses, caracterizadas pela formacdo de uUlceras na face e membros (Blanco et
al., 2013). Essas lesdes podem cicatrizar de forma espontanea no periodo entre 2-5 anos,

dependendo do agente etiolégico (espécie) e da resposta imunoldgica do hospedeiro
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vertebrado. As principais espécies causadoras da LC sdo L. tropica, L. major e L
aethiopica no Velho Mundo e L. amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis no Novo
Mundo (Fraga et al., 2012).

A LCD também se inicia com um nédulo indolor que dissemina na superficie
cutanea. Os parasitos causadores dessa manifestacdo clinica podem se instalar na face,
orelhas e superficies extensoras, como joelhos e cotovelos. As lesdes de pele podem
progredir ainda mais para difundir placas e machas pigmentadas (Revisado por: Scorza
& Carvalho, 2017). A LCD ¢é a forma mais rara da doenca e é caracterizada pela
auséncia de uma resposta imunolégica do hospedeiro (anergia).

A disseminacdo hematogénica ou linfatica nas lesdes cutaneas pode ocasionar a
LMC. Caracterizada por lesbes destrutivas do septo nasal, labios e palato, a
manifestagdo da LMC esté relacionada a uma forte resposta imunopatoldgica. A L.
braziliensis € a espécie responsavel pela maioria das doencas mucocutaneas, embora
outras especies possam estar implicadas, como L. guyanensis. A mucosa oral e nasal é
preferencialmente afetada, podendo levar a desfiguracdo permanente (Revisado por:
Cincura et al., 2017). A LMC precisa ser diagnosticada e tratada rapidamente, pois pode
levar & morte em casos de infec¢do secundaria (Goto & Lindoso, 2010; Fraga et al.,
2012; Andrade-Neto et al., 2018)

A LD é definida pela presenca de les6es localizadas em duas ou mais partes do
corpo. Histologicamente, € possivel observar poucos parasitos nas lesdes devido a
presenca de uma resposta imunologica do hospedeiro (Revisado por Hashiguchi et al.,
2016). Ja a leishmaniose recidiva esta relacionada a casos de LC, onde novas lesbes
surgem ao redor da cicatriz antiga, podendo expandir. Essas lesbes sdo infiltradas por
uma grande quantidade de linfocitos (Revisado por: Burza et al., 2018).

LV ou calazar é considerada a forma mais grave das leishmanioses, onde o0s
protozoarios atingem as visceras do hospedeiro vertebrado como baco, figado, medula
Ossea e nodulos linfaticos (Neuber et al., 2008; Rey, 2008). L. infantum (syn de L.
chagasi no Novo Mundo) e L. donovani sdo as principais espécies causadoras dessa
manifestacdo clinica. Raros sdo 0s casos onde L. tropica e L. amazonensis sao
implicadas nessa forma de leishmaniose (Myler & Fasel, 2008; van Griensven & Diro,
2012). Os principais sintomas séo febre alta, diarreia, esplenomegalia e hepatomegalia.
Quando ndo tratada, a LV pode levar a morte dentro do periodo de dois anos como

resultado da infec¢do ou anemia grave (Kaye & Scott, 2011).



A leishmaniose dérmica pos calazar (LDPC) é uma complicacdo da
leishmaniose visceral causada por protozoarios da espécie L. donovani. A LDPC é
caracterizada pela presenca de pequenas Ulceras geralmente nos bragos e troncos.
Apesar de ser considerada uma manifestacdo clinica pés-cura de LV, existem casos
relatados de pacientes com LDPC sem historico prévio de LV (Desjeux et al., 2013).

Em relagdo a epidemiologia, as leishmanioses estdo presentes em 98 paises com
aproximadamente 350 milhdes de pessoas em risco. De acordo com a Organizacao
Mundial da Saide (OMS), de 200 a 400 mil novos casos de LV ocorrem anualmente no
mundo, e no caso da LC o0s novos casos anuais estdo entre 0,7-1,2 milh&o. As epidemias
de leishmaniose podem estar diretamente relacionadas a migracéo, conflitos (guerras no
Oriente Médio) e também desastres ecoldgicos. Os casos registrados de LC tiveram um
aumento consideravel nos ultimos anos, e 90% dos casos ocorrem no Afeganistéo,
Arabia Saudita, Argélia, Brasil, Ird e Siria (Fig.3). Dos casos de LV, 90% ocorrem na
Etiopia, India, Quénia, Somalia, Brasil, Suddo e Suddo do Sul (Fig.4) (Pavli &
Malzetou, 2010; Georgiadou et al., 2015; DNDi, 2017)

A LT é considerada pela OMS como uma das seis doencas infecciosas mais
importantes, devido ao elevado nimero de individuos infectados e a capacidade de
produzir deformidades (Ministério da Salde, 2017). Enquanto a LC apresenta
tendéncia de autocura, a LV ¢é fatal quando ndo tratada, causando um efeito anual de
mortalidade em torno de 59 mil individuos (35 mil homens e 24 mil mulheres)
(Desjeux, 2004; den Boer et al., 2011).
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Figura 3 — Distribuicao geografica da LT no mundo. (Adaptado de WHO, 2017)
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Figura 4 — Distribuicao geografica da LV no mundo. (Adaptado de WHO, 2017)

1.1.4 Tratamento das leishmanioses

Desde a década de 1940, os farmacos de referéncia utilizados para o tratamento
das leishmanioses incluem os antimoniais pentavalentes, que substituiram os
antimoniais trivalentes por apresentarem efeitos menos toxicos, além de maior
solubilidade e estabilidade (Ait-oudhia et al., 2012). Vale ressaltar que os antimoniais
trivalentes eram utilizados desde o inicio do século XX, quando tiveram sua eficacia
descoberta por Gaspar Vianna, apos utilizar tartaro emético (um antimonial trivalente)
para o tratamento de LC. (Vianna, 1912).

Os antimoniais sdo responsaveis pela diminuicdo da geracdo de adenosina
trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) devido a inativacdo de enzimas da via
glicolitica e da oxidacdo de &cidos graxos nas formas amastigotas dos protozoarios
(Singh & Sivakumar, 2004). Atualmente disponibilizam-se duas principais formulacGes
com Sb*: antimoniato de N-metilglucamina (antimoniato de meglumina) e o
estibogluconato de sodio. O primeiro € disponibilizado no Brasil como Glucantime,
enquanto o nome comercial do estibugluconato de sodio é Pentostam, que ndo é usado
no Brasil. E sabido que os antimoniais pentavalentes s&o pro-farmacos que se reduzem e
geram Sb*® no interior do fagolisossomo da célula hospedeira (Ministério da Saude,
2017).

Apesar da atividade contra Leishmania spp., esses compostos apresentam

algumas desvantagens. Sao injetaveis, com administracdo diéria por via intramuscular
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ou endovenosa, havendo a necessidade de hospitalizagdo do paciente em varios casos.
Além disso, uma série de efeitos colaterais jA foi relatada com o uso desses
medicamentos. Nauseas, febre, vomitos, tontura, edema no local de aplicacdo, mialgia,
artralgia, cefaleia e distdrbios gastrointestinais sdo alguns dos efeitos observados
durante o tratamento com os antimoniais. Ainda, apresentam elevada cardiotoxicidade,
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, o que limita o uso desdes medicamentos em
pacientes cardiopatas, nefropatas, hepatopatas, imunodeprimidos, idosos e gestantes
(Gasser et al., 1994; Oliveira et al., 2011; Lyra et al., 2016). O aumento do nimero de
casos de falha terapéutica e resisténcia dos parasitos também é um fator limitante ao uso
dos antimoniais pentavalentes (Revisado por: Ponte-Sucre et al., 2017).

Ao longo dos anos, novas alternativas terapéuticas tém sido utilizadas para
contornar as desvantagens causadas pelo uso dos farmacos de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses. Em regides de falha terapéutica e resisténcia dos parasitos
aos antimoniais, a anfotericina B tem sido utilizada para o tratamento dessas doencas.
No Brasil, esse composto é utilizado como farmaco de segunda escolha. Sua atividade
leishmanicida foi demonstrada inicialmente em 1960 por Sampaio et al. A anfotericina
B possui afinidade pelo ergosterol, um tipo de esterol presente na membrana plasmatica
de fungos e tripanossomatideos, porém ausente em mamiferos, que possuem colesterol
na membrana. A interacdo desse composto com o ergosterol leva a formacao de poros
na membrana plasmatica do parasito, causando a perda de conteudo celular e
consequentemente a morte celular (Mishra et al., 2007).

Apesar da afinidade ao ergosterol, Singh et al. (2014) relataram que a
anfotericina B também é capaz de se ligar ao colesterol, causando prejuizos as proprias
células do paciente. A necessidade de administracdo endovenosa e a elevada
nefrotoxicidade requerem hospitalizacdo do paciente. Nauseas, vOmitos, febre,
insuficiéncia renal, flebite, trombocitopenia, calafrios e dores nas articulacbes sdo
alguns efeitos causados pelo uso da anfotericina B. (Mishra et al., 2007).

Com atividade antibacteriana e antiparasitaria, a paromomicina € um
aminoglicosideo cuja atividade leishmanicida foi inicialmente relatada no final da
década de 1960 (Neal, 1968). Ha relatos de seu uso para o tratamento da LV e de sua
formulacdo tépica para a LC (Blum & Hatz, 2009). Seu mecanismo de acdo ndo é
totalmente conhecido, porém sabe-se que hd uma interferéncia na sintese proteica do
parasito devido a interacdo do farmaco com os ribossomos (Sundar & Chakravarty,
2008).
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Outra alternativa para o tratamento de pacientes com LV que séo resistentes aos
antimoniais é a pentamidina, uma poliamina que em algumas regides do Novo Mundo
pode ser utilizada como farmaco de primeira escolha para o tratamento de LC e LV
(David & Craft, 2009; Piscopo & Azzopardi, 2006). No entanto, a sua toxicidade tem
limitado o uso deste medicamento. Hipoglicemia, sincope, dores de cabeca e hipotensao
séo alguns efeitos relatados em pacientes com leishmaniose e tratados com pentamidina
(Ministério da Saude, 2017).

O Unico farmaco de administracdo via oral licenciado para o tratamento das
leishmanioses é a miltefosina, uma fosfocolina cujo mecanismo de ac¢do envolve uma
série de alteragcbes metabGlicas do parasito, como modulacdo de receptores de
superficie, ativacdo de fosfolipases, proteina cinase C e que culminam com apoptose
(Verma & Dey, 2004; Pandey et al, 2009) Os primeiros ensaios clinicos sobre a eficacia
desse medicamento ocorreram no inicio da década de 2000 na india, onde atualmente é
licenciada para o tratamento da LV. No entanto, casos de resisténcia do parasito e falhas
terapéuticas tém sido observados no uso deste medicamento para o tratamento da LV
(Rijal, 2013; Patra 2012). No Brasil, embora alguns testes experimentais tenham
demonstrado eficacia no combate aos parasitos (Machado et al., 2010), a miltefosina
ndo é licenciada para uso humano. No entanto, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento licenciou o Milteforan para o tratamento da leishmaniose visceral canina
(LVC) (Ministério da Agricultura, 2016). Além de nauseas, vomitos, disturbios
gastrointestinas e toxicidade renal, existem relatos de que a miltefosina possa apresentar
capacidade teratogénica (Singh et al., 2014).

Desde as primeiras descobertas de farmacos com atividade leishmanicida (Sb**
em 1912) até o licenciamento da miltefosina no inicio do seculo XXI, o tratamento das
leishmanioses tem se demonstrado bastante desafiador, visto que os farmacos
disponiveis apresentam elevada toxicidade. Ainda, a falha terapéutica, recidiva e a
resisténcia dos parasitos também sdo fatores que motivam a busca pela descoberta e/ou
reposicionamento de farmacos que atuem em alvos especificos do parasito, sem trazer
prejuizo ao hospedeiro vertebrado. Nessa direcdo, a via de biossintese de esterdis tem
sido estudada na busca por novos alvos seletivos (Urbina et al., 1997; Magaraci et al.,
2003; Rodrigues et al., 2002). No entanto, pouco avanco tem sido observado a respeito
da caracterizacdo desses alvos seletivos, visto que a maioria das enzimas da via de

biossintese de esterdis € comum aos mamiferos e tripanossomatideos.
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1.2 Esterois

Os esterois sdo derivados esteroidais com 27 a 29 atomos de carbono contendo
um grupamento hidroxila (-OH) no carbono 3 (C3). Sua estrutura tem origem a partir do
ciclopentanoperidrofenantreno, também conhecido como “nucleo esteroidal” ou “nucleo
central dos esteroides”, que possui quatro anéis hidrocarbonetos fundidos, sendo trés
deles com seis carbonos e um com cinco carbonos (Fig. 5) (Revisado por: Roberts et al.,
2003).

Figura 5 — Estrutura do ciclopentanoperidrofenantreno. (Adaptado de Roberts et al., 2003).

Esses lipideos estruturais sdo considerados ubiquos em todos os eucariotos. Eles
servem tanto como componentes estruturais da membrana celular, bem como
precursores de metabdlitos. O colesterol é o esterol mais importante das células de
mamiferos, apresentando em sua estrutura um grupamento polar (-OH em C3) e um
apolar formado por hidrocarbonetos no nucleo esteroidal e na cadeia lateral do C17
(Fig. 6a).

As principais fungdes deste grupo envolvem o crescimento e a viabilidade
celular (Nelson, 2002), desempenhando um papel importante como elemento estrutural
e funcional das membranas, atuando como modulador da fluidez. A membrana
plasmatica é rica em colesterol, enquanto que as membranas do complexo golgiense
apresentam uma quantidade intermediaria de esterdis. O colesterol também atua como
precursor dos acidos biliares e horménios esteroides (aldosterona e hormdnios sexuais)
(Chang et al., 2006).

Nos tripanossomatideos, 0s esterGis participam no crescimento normal das
células. Participam da manutencdo da arquitetura da membrana, onde esterois livres
interagem com os fosfolipideos, controlando a fluidez de membrana e permitindo a

continuidade das func@es celulares (Coombs et al., 1991).
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1.2.1 Esterois como alvos farmacoldgicos

Uma vez que os esterdis desempenham papéis cruciais na organizacdo, dinamica
e funcionalidade das membranas celulares, esses compostos tém sido amplamente
estudados como alvo farmacoldgico. Na busca para o desenvolvimento racional de
novos farmacos, a escolha de um alvo seletivo no parasito é essencial. Enquanto os
mamiferos produzem colesterol (Fig. 6a), os tripanossomatideos produzem esteréis com
esqueleto ergostano, como o ergosterol (Fig. 6b). As duas moléculas apresentam
semelhangas estruturais, como o nucleo esteroidal (ciclopentanoperidrofenantreno). No
entanto, é possivel observar que a principal diferenca entre a estrutura desses esterdis se
deve ao fato de que os esterdis com esqueleto ergostano apresentam uma metilacdo no
carbono 24, diferente dos esterdis com esqueleto colestano (Revisado por: Souza &
Rodrigues, 2009; Almeida-Amaral et al., 2014).

HO

HO

Figura 6 — Estrutura dos esterdis de mamiferos (A - colesterol) e tripanossomatideos (B -
ergosterol). (Adaptado de Souza & Rodrigues, 2009)

Dentro dessa perspectiva, é importante compreender o funcionamento da via de
biossintese de esterdis em tripanossomatideos, de forma a buscar novos alvos que
estejam envolvidos na formacéo do ergosterol, produto final da via dos esterois presente

em tripanossomatideos e fungos e ausente em mamiferos.

1.2.2 Viade biossintese de esterdis

Os estudos a respeito da via de biossintese dos esterois tiveram inicio na década
de 80 e o conhecimento foi adquirido em parte devido aos estudos com fungos. A
semelhanca com Leishmania spp. foi primeiramente observada ap6s a identificacdo de
compostos da via, como o esqualeno, lanosterol (1) e dimetilzimosterol (3) (Fig. 7)
(Goad et al., 1984).
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A primeira etapa da via envolve a formacdo do &cido mevaldnico, apds a
condensacdo de duas moléculas de acetil-Coenzima A (acetil-CoA), formando
acetoacetil-CoA. Essa se liga com uma terceira acetil-CoA, gerando a
hidroximetilglutaril Coenzima A (HMG CoA). A HMG CoA sofre reducéo pela acdo da
enzima Hidroximetilglutaril Coenzima A redutase (HMG CoA redutase). A geracdo do
esqualeno ocorre através de um mecanismo complexo com uma série de intermediarios
ciclicos com diversas migracdes de ligacdes ou de grupos alquila. O 2,3-epdxido de
esqualeno é gerado a partir da epoxidacdo do esqualeno nas posicdes 2 e 3. Essa
molécula se apresenta como substrato para a geracdo do lanosterol (1) apés reacdes de
oxirredugdo dependentes de NADPH-citocromo P450 redutase. Em mamiferos e
tripanossomatideos ocorre a formacdo do lanosterol (1), enquanto em plantas o
cicloartenol é gerado a partir do 2,3-epoxido de esqualeno. O lanosterol é considerado o
primeiro esterol da via, caracterizado pela presenca do nucleo esteroidal. O zimosterol
(7) é gerado a partir de reacdes de oxirreducdo catalisadas pela enzima esterol C14
desmetilase (14DM), tendo o metilzimosterol (5) como substrato. Os principais esterdis
dos tripanossomatideos possuem esqueleto A5,7 C28-ergostano com uma metila no
C24. Coombs et al., em 1991, relataram que a metilacdo no C24 ocorre de forma tardia
na via e que o zimosterol (7) atua como o principal substrato dessa reacdo. Entdo, a
partir do zimosterol (7), a via de biossintese de esterois se modifica de acordo com o
organismo. Os produtos finais da via sdo esterdis com esqueleto ergostano (ergosterol e
seus derivados) em tripanossomatideos, esterdis com esqueleto estigmastano em plantas
(estigmasterol) e esterois com esqueleto colestano (colesterol) em mamiferos (Roberts
et al., 2003; Almeida-Amaral et al., 2014).
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Figura 7 — Via de biossintese dos esterdis em Leishmania spp.. 1: Lanosterol (4,4,140- dimetilcolesta-8,24-
dieno-3p-ol); 2: (24-metilenodesidrolanosterol); 3: Dimetilzimosterol (4a,14a- dimetilcolesta-8,24-dieno-3p-
ol); 4: obtusofoliol (4a,14a-dimetilergosta-8,24 (241)-dieno-3B-ol); 5: metilzimosterol (14a-metilcolesta-8,24-
dieno-3p-ol); 6: 4-desmetilesterol (14a-metilergosta-8,24 (241)- dieno-3B-ol); 7: zimosterol (colesta-8,24-
dieno-3p-ol); 8: fecosterol (ergosta-8,24(241)-dieno-3p-ol); 9: colesta-7,24-dieno-3B-ol; 10: episterol (ergosta-
7,24(241)-dieno-3p-ol); 11: colesta-5,7,24-dieno-3p-ol; 12: desidroepisterol (ergosta-5,7,24(241)-trieno-3p-ol);
13: Ergosterol (ergosta-5,7,22-trieno-3p-ol); 14 estigma-7,24(241)-dieno-3B-ol ou ergota-7-eno-3p-ol e 24-
etilidinocolest-7eno-3p-ol; 15: estigmasta-5,7,24(241)-trieno-3p-ol; 16: estigmasta-5,7-dieno-3p-ol; 17: 7-
desidroporiferasterol (estigma-5,7,22-trieno-3p-ol); 18 desmosterol (colesta-5,24-dieno-3B-ol); 19: ergosta-
5,24(241)-dieno-3p-ol; 20: ergosta-5-eno-3p-ol; 21: estigmasterol (ergosta-5,22-dieno-3p-ol). HMG CoA: 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A; HMGR: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase; SEO: esqualeno
2,3 epoxidase; 14DM; C-14 desmetilase; SMT: A24 esterol metiltransferase. (Andrade-Neto, 2013)

1.2.3 Esterol 24-C-metiltransferase (ERG6) - EC 2.1.1.43

ERG6 é uma proteina de 150 Kkilodaltons (kDa) associada a membrana
plasmatica em plantas, fungos e tripanossomatideos, porém ausente em mamiferos.
Estudos iniciais de fracionamento celular sugeriram que a ERG6 esta localizada nos

glicossomos e na mitocdndria (Urbina et al., 2002). No entanto, analises de
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imunofluorescéncia e microscopia eletrénica usando anticorpos especificos para a
enzima demonstraram que a ERG6 estd localizada no reticulo endoplasmético e em
vesiculas da via endocitica (Jiménez-Jiménez et al., 2008).

A diferencga estrutural anteriormente mencionada entre os produtos finais da
biossintese de esterdis entre mamiferos e tripanossomatideos estd diretamente
relacionada a atividade enzimética da ERG6. Essa enzima catalisa a transferéncia de um
grupamento metila do cofator S-adenosilmetionina (SAM) para o0 C24 de esterdis com
esqueleto colestano, formando uma ramificacdo nessa posi¢do nao existente nos esterdis
de mamiferos (Fig.8).

Envolvida em uma etapa tardia e Unica da biossintese do ergosterol, evidéncias
na literatura apontam a ERG6 como um alvo farmacol6gico em Leishmania spp. Por ser
ausente em mamiferos e altamente conservada entre 0s protozoarios parasitos do género
Leishmania, sua seletividade intensifica a busca de inibidores especificos dessa enzima
(Azam et al., 2014).

NANN  HO

! ) NENN  HO
R, R
Neo/ ) \/\HL()H \m/ X s\/\‘)l\()ll
NH, NH,
S-adenosilmetionina (SAM) S-adenosil-homocisteina

N

Esterol C24-metiltransferase (ERGG6)

HO
HO

Esterol do tipo colestano Esterol do tipo ergostano

Figura 8 — Mecanismo de atuagdo da enzima esterol 24-C-metiltransferase (ERG6). A ERG6
transfere um grupamento metila (CHs) do cofator S-adenosilmetionina (SAM) para esteréis com
esqueleto colestano, formando esteréis do tipo ergostano.

1.2.4 Inibidores conhecidos da biossintese de esterdis

A literatura descreve uma série de farmacos conhecidos que inibem a biossintese
do ergosterol e consequentemente apresentam interessante atividade leishmanicida e
tripanossomicida. Esses compostos agem em diversas enzimas da via, como a HMG
CoA redutase, a esqualeno epoxidase, a C14-desmetilase e a ERG6. Essas proteinas sdo
inibidas respectivamente pela classe das estatinas, alilaminas, azdis e azasterois
(Rodrigues et al. 2002, Haughan et al. 1992, Beach et al. 1988, Berman et al. 1984,
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Azofra et al. 2010; Urbina et al., 1997). No entanto, HMG CoA redutase, esqualeno
epoxidase e C14-desmetilase também atuam na biossintese do colesterol em mamiferos
e, por isso, ndo séo considerados alvos seletivos em tripanossomatideos.

Experimentos in vitro mostram que esses inibidores sdo capazes de perturbar a
viabilidade celular e levar os parasitos a morte. A terbinafina € um potente inibidor da
enzima esqualeno-2,3-epoxidase em Leishmania spp. e Trypanossoma cruzi (Vannier-
santos et al., 1995; Urbina et al, 1997). Promastigotas e amastigotas de L. mexicana
foram tratadas com esse composto da classe das alilaminas e observou-se um acumulo
de esqualeno, além da diminuicdo do contetdo de esterdis na estrutura das membranas
celulares (Roberts et al, 2003).

Outra classe descrita com importante atividade leishmanicida sdo os azdis.
inibidores da enzima C14-desmetilase. Dados na literatura mostram que promastigotas e
amastigotas de Leishmania spp. tratadas com fluconazol, cetoconazol e itraconazol,
desenvolvidos inicialmente para o tratamento de infeccbes causadas por fungos,
apresentaram acumulo de esterdis metilados no C14. Esses compostos tém sido
utilizados no tratamento da LC (Beach et al., 1988; Singh et al., 2004; Almeida-Amaral
etal., 2014).

Promastigotas de Leishmania spp. acumulam dimetilzimosterol (3) e
obtusofoliol (4) quando tratadas com azois, e a biossintese dos esterdis majoritarios da
via € prejudicada, como por exemplo o 5-desidroepisterol (12), ergosterol (13) e
episterol (10) (Fig. 7) (Berman et al., 1986; Goad et al., 1984). No entanto, foi
observado que promastigotas e amastigotas de L. mexicana quando tratadas com
cetoconazol incorporam colesterol exdgeno do meio de cultura em grande quantidade
como alternativa a auséncia do ergosterol inibido pelos azois (Hart et al, 1989).

Os azasterois tém sido descritos como os principais inibidores da ERG6 (Urbina
et al., 1997; Magaraci et al., 2003; Rodrigues et al., 2002). A atividade desses
compostos foi estudada em Leishmania spp. e em T. cruzi (Gros et al, 2006; Haughan et
al. 1995; Jimenez-Jimenez et al. 2008, Lorente et al. 2004), onde observou-se um
declinio de esterdis metilados no C24 e acumulo de esterdis com esqueleto colestano,
como o colesterol, o colesta-5,7,24-trieno-3B-ol (11) e colesta-7,24-dieno-33-ol (9) (Fig.
7).

E sabido que a inibicdo de enzimas de etapas iniciais e intermediarias da via de
biossintese (HMG CoA redutase, esqualeno epoxidase e Cl4-desmetilase) leva o0s

parasitos a morte. Porém, todas essas etapas sdo comuns ao hospedeiro humano e,
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embora existam farmacos baseados nesse mecanismo de a¢do usados para o tratamento
de doencas causadas por fungos, nenhum deles mostrou-se eficaz o suficiente para ser
licenciado para a leishmaniose (Revisado por Galvéo et al., 2017).

No caso da ERG6, que possui participacdo tardia na via de biossintese, 0s
azasterdis sdo descritos como seus principais inibidores. Azasterois sdo derivados
esteroidicos contendo nitrogénio como heterodtomo. Rodrigues et al. em 2002
demonstraram a atividade leishmanicida do 22,26-azasterol contra L. amazonensis,
porém com um mecanismo de acdo diferente da inibicdo da ERG6. Esse dado reforca a
importancia da busca de novos candidatos a farmacos que sejam de fato inibidores
especificos da ERGS.

1.3 Azapterocarpanos

Substancias previamente caracterizadas e descritas com determinada atividade
biologica sdo mais atraentes na busca de candidatos a farmacos (Kappe & Dallinger,
2006). Derivados de produtos naturais, os isoflavonoides (Fig. 9a) sdo compostos
conhecidos pela atividade preventiva do cancer, da osteoporose e doengas cardiacas.
Um dos principais isoflavonoides sdo os pterocarpanos (Fig. 9b), substancias
produzidas pelos vegetais envolvidas na defesa contra ataques externos de predadores.
Esses compostos atuam como fitoalexinas, apresentando atividade antimicrobiana
(Andersen & Markham, 2005). Os pterocarpanos possuem um nucleo tetraciclico
(benzo-pirano-furano-benzeno) derivado das isoflavonas e dados na literatura mostram
que essas substancias apresentam atividade contra bactérias e fungos, alem de funcéo
antitumoral e inseticida (Bandara et al., 1989; Militdo et al., 2006; Morimoto et al.,
2006; Jiménez-Gonzales et al., 2008).

Pterocarpanos quando possuem pelo menos um atomo de nitrogénio em seu
nacleo tetraciclico sdo chamados de azapterocarpanos (Fig. 9C). Em dados nao
publicados pelo nosso grupo de pesquisa, esses derivados nitrogenados foram capazes
causar a morte de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum. Ainda, trabalhos na
literatura demonstraram acdo antineoplasica de alguns pterocarpanos em células
mamarias, sanguineas e pulmonares, além de atividade antileishmania e antimalaria
contra L. amazonensis e Plasmodium falciparum, respectivamente (da Silva et al., 2002;
da Silva et al., 2009; Netto et al., 2010).
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Figura 9 — Estrutura quimica dos isoflavonoides (A), pterocarpanos (B), azapterocarpanos (C) e
azasterois (D). O circulo verde pontilhado do pterocarpano representa o complexo benzeno-pirano ou
“benzo-pirano”, enquanto o circulo pontilhado azul representa o complexo furano-benzeno.

Devido a semelhanca estrutural desses compostos com os inibidores conhecidos
da ERG6, os azasterois (Fig. 9d), uma das propostas desse trabalho foi avaliar o
mecanismo de acdo de uma série de derivados azapterocarpanos como possiveis

inibidores dessa enzima.

1.4 Azasteroides

Azasterdis que possuem nitrogénio em sua estrutura, mas ndo apresentam uma
hidroxila no C3 de seu nicleo esteroidal sdo chamados de azasteroides. Os esteroides
sd0 uma das classes mais importantes de compostos naturais e sintéticos com diversas
atividades bioldgicas, o que leva ndo somente a importantes descobertas, mas também
ao desenvolvimento de novas moléculas na quimica medicinal. Devido a sua capacidade
de atravessar membranas com facilidade e realizar varias atividades nos sistemas
biologicos, diversas modificagdes na estrutura dos esteroides tém sido realizadas a fim
de obter derivados esteroidais que apresentem determinada atividade bioldgica e menos
ou poucos efeitos colaterais indesejaveis.

Esses analogos esteroidais podem ser formados pela condensacdo de diferentes

grupos quimicos ou do nucleo esteroidal, modificando suas atividades bioldgicas. A
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maioria dos azasteroides possuem origem sintética devido a presenca do nitrogénio em
sua estrutura e que ndo modifica o arranjo espacial da molécula esteroidal.

Durante as ultimas décadas, os azasteroides foram sintetizados e relatados como
potenciais inibidores competitivos, ndo competitivos ou irreversiveis da enzima 5a-
redutase de humanos. A finasterida (Fig. 10a), conhecida inibidora da enzima 5a-
redutase, foi inicialmente desenvolvida para o tratamento de hiperplasia prostatica
benigna e reposicionada posteriormente para tratamento da calvicie masculina
(Kaufman & Dawber, 2000). A partir de modificacbes no nucleo esteroidal desses
derivados, novos compostos vem sendo sintetizados como possiveis inibidores dessa
enzima. S&o exemplos desses derivados o 11-azasteroide (Huang et al., 2014) e o 4-
azasteroide (Fig. 10b) (Liang et al., 1984), sendo o ultimo apresentando elevada

atividade analoga a da finasterida (Fig. 10a).
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Figura 10 — Estrutura quimica da finasterida (A) e do 4-azasteroide (B). (Adaptado de Richa
et al., 2018; adaptado de Liang et al., 1984)

Embora ndo exista evidéncia experimental na literatura comprovando a atividade
inibitoria de azasteroides que ndo sejam azasterdis sobre a ERG6 de Leishmania spp., a
semelhanca estrutural com o ndcleo esteroidal do ergosterol (Fig. 6b) pode ser um
indicativo da atividade de outros azasteroides sobre a via de biossintese de esterois,
principalmente sobre a enzima ERG6.

Neste estudo, investigamos o mecanismo de acdo de uma série de candidatos a
farmacos da classe dos azapterocarpanos, azasteroides e da imipramina, inibidora
conhecida de metiltransferases (Fisar, 2005; Zimmermann et al., 2012), como possiveis
inibidores da ERG6 de L. amazonensis e L. infantum através da superexpressao do alvo

estudado.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Estabelecer uma estratégia direcionada a ERG6 de Leishmania spp. para a
prospeccao de candidatos a farmacos para a leishmaniose.

2.2 Objetivos especificos

1- Clonar e subclonar a ERG6 de L. amazonensis e L. infantum.

2- Obter L. amazonensis e L. infantum superexpressando a ERG6.

3- Validar a superexpresdo da ERG6 quanto ao nivel de expressdo e crescimento
parasitario.

4- Avaliar a toxicidade dos azasteroides sobre células de mamiferos e estabelecer a
seletividade dos farmacos sobre as espécies testadas.

5- Verificar o mecanismo de acdo dos derivados azapterocarpanos, azasteroides e da

impramina como inibidores da ERG6.
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3 METODOLOGIA
3.1  Desenvolvimento dos prot6tipos
3.1.1 Azapterocarpanos e azasteroides

Os candidatos a farmacos utilizados neste trabalho foram planejados e
sintetizados através de técnicas de quimica medicinal pelos respectivos grupos de
pesquisa abaixo:
Azapterocarpanos — Representados pelo codigo LQB, os compostos foram planejados e
sintetizados pelo grupo do Dr. Ayres Guimardes Dias e Dr. Paulo Roberto Ribeiro da
Costa, do Departamento de Quimica Organica da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ) e do Laboratério de Quimica Bioorganica (LQB) do Instituto de
Pesquisas de Produtos Naturais da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IPPN-
UFRJ), respectivamente.
Azasteroides — Representados pelo codigo ND, os compostos foram planejados e
sintetizados pelo grupo da Dra. Neelima Dhingra Passi, do Departamento de Quimica
Farmacéutica do Instituto Universitario de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de

Panjab, india.

3.1.2 Imipramina
A imipramina, um antidepressivo com atividade inibitoria contra

metiltransferases, foi obtida comercialmente (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA).

3.2 Consideracdes éticas
A Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz

(CEUA/IOC) aprovou a utilizagdo de animais neste estudo sob a licenca L-026/2015.

3.3 Parasitos

Neste estudo, tanto a cepa wild type (WT) quanto os organismos transfectados
das espécies de L. amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) e L. infantum
(MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram cultivadas no Laboratério de Bioquimica de
Tripanosomatideos (LBQT) e mantidas a 26°C em meio RPMI (Sigma-Aldrich)
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 pg/mL de estreptomicina, e
100 U/mL de penicilina, 5 mg/mL de hemina, 0,5 mg/mL de &cido félico, 0,2 mg/mL de
D-biotina, 4mg/mL de adenina. No caso dos parasitos transfectados com o gene de

interesse no vetor epissomal, o antibidtico de selecdo paromomicina (Sigma-Aldrich)

23



foi usado nas duas primeiras passagens (800pg/mL na primeira passagem e 1600 pg/mL
na segunda passagem) apOs a eletroporacdo. Posteriormente, Geneticina (G418)
(200pg/mL) (Sigma-Aldrich) foi utilizado como agente selecionador das cepas

recombinantes.

3.4  Clonagem, transfeccéo e superexpressao

Para o estudo e avaliacdo do mecanismo de acdo de uma série de candidatos a
farmacos, o gene que codifica a ERG6 foi clonado e subclonado em plasmideos e
promastigotas de L. amazonensis e L. infantum foram transfectadas com o vetor
epissomal recombinante visando a superexpressao da ERG6.

O DNA de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum foi obtido através do
kit de extragdo de DNA gendmico (Wizard Genomic DNA Purification- Promega). Em
seguida, o gene da ERG6 (GenBank:GQ451910.1) foi amplificado a partir de uma
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos baseados no N-
terminal e C-terminal da sequéncia génica de interesse. Para a ERG6 de L. amazonensis
foi usado o primer senso 5’-ggatccCATGTCCGCCGGTGGCCGTGAGACC-3’ e o anti-
senso 5’-aagCttCTAAGCCTGCTTGGACGGCTTGCG-3’ contendo sitios de restricao
no inicio da sequéncia para as enzimas BamHI (ggatcc) e Hindlll (aagctt). Para a ERG6
de L. infantum foi usado 0 primer senso 5’
ggatccATGTCCGCCGGTGGCCGTGAGACC-3’ e 0 anti-senso 5’
aagcttCTAAGCCTGCTTGGACGGCTTGCG-3’ contendo sitios de restricdo no inicio
da sequéncia para as enzimas BamHI (ggatcc) e Hindlll (aagctt) e desenhados a partir
da sequéncia depositada no TriTrypDB (LinJ. 36. 2520).

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados apos a eletroforese em
gel de agarose (1%) dos produtos de PCR através do kit Wizard SV Gel PCR (Promega)
e inseridos no vetor pPGEM®-T EASY através da estratégia de TA cloning. Bactérias da
espécie Escherichia coli cepa DH5a foram transformadas e receberam o vetor
recombinante por choque térmico. As colnias positivas (coloracdo branca) foram
identificadas pela utilizacdo de IPTG e X-Gal (BIORAD). A partir das coldnias
positivas de E. coli, as amostras de DNA plasmidial foram isoladas e purificadas com o
kit Plasmid Miniprep Purification (Sigma-Aldrich, EUA) e a clonagem foi confirmada
apos digestao dos produtos de purificacdo plasmidial com a enzima de restricdo EcoRl.

Para a subclonagem, o vetor de expressdao pSP72aNEOa foi digerido com as

enzimas BamHI e Hindlll, assim como o vetor recombinante contendo o gene de
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interesse (pGEM®-T + ERG6). Apds eletroforese em gel de agarose (1%), 0s
fragmentos de DNA de interesse (ERG6 e pSP72aNEOa) foram purificados utilizando
o kit PureLink® Quick Gel Extraction e o gene inserido no vetor de expressao atraves
de uma reacgéo de ligagdo com a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen, EUA), gerando o
vetor de expressdo recombinante pSP72aNEOao + ERG6.

Por eletroporacdo, as formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum
foram transfectadas com o 10ug de DNA recombinante (pSP72aNEOa + ERG6) ou
somente o vetor de expressdo (pSP72aNEOa) em uma cubeta de eletroporagdo de 4mm
contendo tampdo HEPES-NaCl. A eletroporacéo foi realizada utilizando o programa V-
033 do eletroporador Amaxa nucleofactor (Lonza, US), originando as cepas
recombinantes Laerg6™®" (promastigotas recombinantes de L. amazonensis com
pSP720NEOq + ERG6), Lierg6™" (promastigotas recombinantes de L. infantum com
pSP72aNEOa. + ERG6), La + pSP72aNEOa (promastigotas de L. amazonensis
transfectadas somente com o plasmideo) e Li + pSP72aNEOa (promastigotas de L.
infantum transfectadas somente com o plasmideo). Vinte e quatro horas apés a
transfeccdo, a pré-selecdo dos parasitos recombinantes foi realizada com 800ug/mL de
paromomicina na primeira passagem ¢ com 1600ug/mL na segunda passagem. Apos 20
dias, a selecdo dos parasitos foi mantida com o antibiotico de selecdo G418 (100-200
ug/mL) (Perez-Victoria et al., 2003).

3.5  Sequenciamento

O sequenciamento pelo método de Sanger foi realizado para confirmar a
clonagem do gene da ERG6 no vetor plasmidial pGEM®-T, verificando tanto o sucesso
da reacdo de ligacdo do inserto ao plasmideo quanto a inser¢cdo do gene na posicao
correta. A confirmacédo da identidade dos genes clonados (ERG6 de L. amazonensis e L.
infantum) foi realizada na plataforma de sequenciamento de DNA da FIOCRUZ
(RPTOLA/FIOCRUZ). Apb6s o sequenciamento, o0s resultados obtidos foram
comparados (BLAST) com as sequéncias depositadas no GenBank para identificar

homologia entre elas.

3.6 Avaliacdo da expressdo génica da ERG6 por PCR quantitativo (QPCR)
Para avaliar o aumento da expressao génica da ERG6, foram utilizadas as cepas
de L. amazonensis e L. infantum selvagens cultivadas até a quarta passagem (La-4P e

Li-4P) e com o nimero de passagens indefinidas dentro do periodo de um ano (La-WT
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e Li-WT), as cepas recombinantes Laerg6™" e Liergé™" e o grupo controle
representado por parasitos de L. amazonensis e L. infantum transfectados somente com
o vetor de expressdo pSP72aNEOa (La + pSP72aNEOQOaq; Li + pSP72aNEOq). As cepas
La-WT, Li-WT e as cepas transfectadas foram mantidas em cultura durante o periodo de
um ano com sucessivas passagens a cada trés dias. Dois desenhos experimentais foram
realizados para analise da superexpressdo do alvo estudado: 72h antes da extracdo do
RNA, todas as cepas transfectadas foram mantidas tanto com pressdo de G418
(100pg/mL) quanto sem a presenca do antibidtico de selecdo. Além disso, 144h
(72h+72h) antes da extracdo do RNA, a pressdo seletiva foi retirada, ou seja, 0S
parasitos avaliados foram mantidos durante seis dias sem G418. Em nenhum momento
as promastigotas selvagens (La-4P, Li-4P, La-WT e Li-WT), foram incubadas com
quaisquer concentragdes do antibidtico de selecdo.

O RNA mensageiro (RNAm) foi extraido de aproximadamente 1 x 10’
promastigotas em fase logaritmica de crescimento utilizando o kit SV total RNA
isolation System (Promega). Para a extracdo, as células foram lavadas no dia anterior
atraveés de duas etapas de centrifugacdo durante 10 minutos, 3.500 rota¢cdes por minuto
(rpm) e ressuspendidas em 500uL de Trizol. Os parasitos incubados com Trizol foram
armazenados a -20°C overnight. O produto final da extracdo foi ressuspendido com
50uL de agua livre de nucleases. Apds, o RNA foi dosado usando o equipamento
NanoDrop Lite (Thermo Scientific) e a sintese de DNA complementar (cDNA) ocorreu
em um termociclador usando o kit GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para cada sintese, foram utilizados 5ug de RNA.
Em seguida, o cDNA foi dosado utilizando o kit Qubit® ssDNA Assay (Molecular
Probes) contendo Qubit® ssDNA reagent e Qubit® ssDNA buffer. A dosagem das
amostras ocorreu em tubos Qubit® Q32856 (Thermo Fisher).

O gPCR foi realizado com SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, EUA) e
quantidades iguais de cDNA (5ng/uL) foram incubadas em triplicata e amplificadas em
25uL de reacdo contendo 12,5uL de SYBR® Green Supermix 2X, 1L do primer senso
(10mM), 1uL do primer anti-senso (10mM), 2uL de cDNA e 8,5uL de agua livre de
nuclease. A amplificacdo e quantificacdo ocorreram em um termociclador com as
seguintes condi¢Oes de reacdo: 95°C por 5 minutos e entdo 30 ciclos de 95°C, 60°C e
72°C por 15 segundos. A quantidade relativa dos produtos de PCR gerados foi baseada
no valor de threshold cycle (Ct), calculado usando o método de AACT= ACt amostra —

ACt de referéncia. Os niveis de expressdo génica foram normalizados através da analise
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da expressdo constitutiva do RNAm dos genes da gliceraldeido-3fosfato desidrogenase
(GAPDH) e da actina. As analises estatiticas foram realizadas no software GraphPad

Prism 5 com o teste t student.

3.7  Caracterizacao fenotipica: curva de crescimento

Incubados em garrafas de cultura em um volume final de 10mL, 1 x 10°
parasitos/mL foram mantidos em meio RPMI sem vermelho de fenol suplementado com
10% SFB, 1% de adenina, 1% de D-biotina, 1% de &cido fdlico, hemina e pH 6.5 em
estufa de 26°C. Durante 8 dias consecutivos, uma aliquota de 10ul de cada garrafa de
cultura foi diluida em formalina (1:10) e colocada em camara de Neubauer para
contagem. A curva de crescimento foi realizada com as cepas selvagens até a quarta
passagem e parasitos com o numero de passagens indefinidas dentro do periodo de um
ano, as cepas recombinantes Laerg6™®" e Lierg6™", e o grupo controle representado por
parasitos de L. amazonensis e L. infantum transfectados somente com o vetor de
expressao pSP72aNEOQOa (La + pSP72aNEOaq; Li + pSP72aNEOa). Os graficos foram
feitos pelo programa software GraphPad Prism 5.

3.8 Avaliacdo da atividade leishmanicida
3.8.1 Atividade antipromastigota

Promastigotas de L. amazonensis e L. infantum cepas selvagem (WT), La +
pSP72aNEOQq, Li + pSP72aNEOq, Laergs™™" e Lierg6™" cultivadas em meio RPMI
sem vermelho de fenol suplementado com 10% SFB, 1% de adenina, 1% de D-biotina,
1% de acido félico, hemina e pH 6,5, foram incubadas com concentra¢des crescentes
(1,56puM-100uM) das substancias testadas (azapterocarpanos, imipramina, azasteroides
e miltefosina) em placas de 96 pocos por 72h. Antes da incubacdo, as células foram
lavadas duas vezes com solucdo tamponada com fosfato (PBS) em etapas de
centrifugacdo por 10 minutos a 3500 rpm. Ao final das 72h, a viabilidade celular foi
determinada adicionando-se 50uM de resazurina por pogo e apds 3h de incubacdo a
fluorescéncia foi quantificada em 560nm e 590nm, excitacdo e emissdo,
respectivamente, em um espectrofluorimetro Spectra Max GEMINI XPS (Molecular
Devices). Utilizando o programa GraphPad Prism 5, a metade da concentracdo inibitoria

méaxima (ICs0) para cada curva foi determinada por regresséo linear logaritmica.

3.8.2 Atividade antiamastigota intracelular
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Macrofagos peritoneais murinos foram coletados em meio RPMI suplementado
com 10% soro fetal bovino, 1% de glutamina e 1% piruvato, e plaqueados a 1,0 x
10%/mL em placa de 24 pocos com laminulas e incubados a 37 °C sob uma atmosfera de
CO2 a 5% durante 1h. As células ndo aderentes foram removidas por lavagem com meio
completo pre-aquecido a 37°C. Promastigotas de La + pSP72aNEOq, Li +
pSP720NEOq, Laerg6™" e Lierg6™™" foram incubadas com os macréfagos na
proporcdo 3:1 no caso de L. amazonensis ou 5:1 no caso de promastigotas
recombinantes de L. infantum por 3h. As monocamadas de células foram lavadas trés
vezes com RPMI suplementado pré-aquecido no caso de infeccdo com as promastigotas
recombinantes de L. amazonensis e cinco vezes nas cepas Li + pSP72aNEOa e
Lierge™" com a finalidade de remover as formas promastigotas livres. Apds, as
substancias foram incubadas em diferentes concentra¢fes durante 72h. A atividade
antiamastigota foi avaliada apds o periodo de incubagdo microscopicamente, corando as
laminulas com InstantProv (Newprov) e contando pelo menos 100 macrofagos por
amostra. Os resultados foram expressos em indice de infeccdo (IF), através da seguinte
formula: IF = % de células infectadas X numero de amastigotas/nimero total de
macrofagos. Os valores de ICso foram determinados utilizando o GraphPad Prism 5

software por andlise de regressdo ndo-linear logaritmica.

3.9  Avaliacdo da toxicidade

Foram plaqueados 2 x 10° macréfagos peritoneais murinos/mL em meio RPMI
suplementado com 10% soro fetal bovino, 1% de glutamina e 1% piruvato em placas de
96 pocos e incubadas a 37°C sob uma atmosfera de CO2 a 5 % durante 1h. Apos
remocdo por lavagem das células ndo aderentes, os macréfagos foram incubados com os
azasteroides em diferentes concentracbes (1uM-200uM) por 72h. Ao final desse
periodo, a viabilidade celular foi determinada adicionando-se 50M de resazurina por
poco e ap6s 3h de incubacdo a fluorescéncia foi quantificada em 560nm e 590nm,
excitacdo e emissdo, respectivamente, em um espectrofluorimetro Spectra Max GEMINI
XPS (Molecular Devices). Utilizando o programa GraphPad Prism 5, o valor
correspondente a metade da concentragdo citotoxica maxima (CCso) foi determinado por
regressao nado linear logaritmica, e o indice de seletividade (I1S) para os azasteroides foi
calculado a partir da razdo entre o CCso para macrofagos e ICso para amastigotas

intracelulares.
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4 RESULTADOS

4.1  Superexpressdo do gene ERG6 em Leishmania spp.
4.1.1 Amplificacdo do gene ERG6

Visando a superexpressdo do alvo estudado, o gene da ERG6 foi amplificado
utilizando primers especificos. Os produtos amplificados gerados estdo demonstrados
na Figura 11 no caso da ERG6 de L. amazonensis e na Figura 12 para a ERG6 de L.
infantum. Os fragmentos de DNA de interesse possuem em sua sequéncia nucleotidica
1062 pares de base (pb) em ambas as espécies de Leishmania abordadas neste estudo.

1 2 3 4

Figura 11 — Eletroforese dos produtos da PCR em gel de agarose (1%0) corados com GelRed®.
O DNA gendmico de L. amazonenis foi extraido e o gene alvo amplificado por PCR utilizando
primers especificos. 1 — Marcador de peso molecular (1kb); 2 — DNA de L. amazonensis diluido em
agua livre de nuclease (1:1) (22,8ng/uL); 3 — DNA de L. amazonensis diluido em agua livre de
nuclease (1:10) (17,8ng/uL); 4 — DNA de L. amazonensis total (31,7ng/uL). A seta preta representa
o tamanho do fragmento de DNA amplificado (ERG6) esperado (1062pb). pb = pares de bases.
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Figura 12 — Eletroforese dos produtos da PCR em gel de agarose (1%0) corados com GelRed®.
O DNA genbmico de L. infantum foi extraido e o gene alvo amplificado por PCR utilizando primers
especificos. 1 — Marcador de peso molecular (1kb); 2 — DNA amplificado total de Leishmania
infantum; 3 — Controle negativo (sem DNA); 4 — DNA amplificado de L. infantum diluido em agua
livre de nuclease (1:10). A seta preta representa o tamanho do fragmento de DNA amplificado
(ERGH6) esperado (1062pb). pb = pares de bases.

Uma vez que a amplificacdo do gene de interesse foi realizada, os fragmentos de
DNA foram purificados utilizando um kit comercial (QI Aquick) de extracdo de DNA a
partir do gel de agarose e posteriormente clonados no vetor pPGEM-T pela estratégia de

TA cloning.

4.1.2 Clonagem do gene ERG6

A confirmacéo da insercdo do gene (ERG6) no vetor (bGEM-T) ocorreu apos
purificacdo plasmideal através da digestdo com enzimas de restricdo do plasmideo
recombinante contendo o gene de interesse. Observamos a presenca de dois fragmentos
de DNA por faixa no gel de agarose, referentes ao vetor (pGEM-T) e ao inserto
(ERG6), com tamanhos de 3015pb e 1062pb, respectivamente, confirmando o sucesso
da etapa.

A Figura 13 representa os produtos de digestdo enzimatica do vetor
recombinante pGEM-T + ERG6 de L. amazonensis, e a Figura 14 representa a digestédo
do vetor recombinante pGEM-T + ERG6 de L. infantum. E possivel observar a presenca
de dois fragmentos de DNA por faixa em todos os clones de ambas as figuras,

indicando que ocorreu a insercdo do gene da ERG6 no plasmideo.
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Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose (1%0) dos produtos do vetor recombinante (pGEM-
T + ERG6 de L. amazonensis) ap0ds digestdo com EcoRI. Bactérias eletrocompetentes de E. coli
DH50 foram transformadas e receberam o vetor recombinante (pGEM-T + ERG6 de L.
amazonensis) por choque térmico. As coldnias foram selecionadas e 0 DNA plasmideal foi extraido
e purificado por Miniprep. Os produtos da digestdo enzimética estdo representados na figura. 1 —
Marcador de peso molecular (1kb); 2, 3, 4, 5, 6 e 7 — produto de purificacdo plasmideal a partir de
bactérias competentes E. coli DH5a transformadas com o vetor recombinante (\GEM®-T + ERG6
de L. amazonensis). As setas pretas representam os tamanhos dos fragmentos de DNA esperados,
tanto para o inserto (1062pb) quanto para o vetor (3015pb).

1 2 3

pb
—> 300

1500

—> 1000
750

500
250

Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos do vetor recombinante (0GEM-
T + ERGS6 de L. infantum) ap6s digestdo com EcoRI. Bactérias eletrocompetentes de E. coli
DH5a foram transformadas e receberam o vetor recombinante (pGEM-T + ERG6 de L. infantum)
por choque térmico. As coldnias foram selecionadas e 0 DNA plasmideal foi extraido e purificado
por Miniprep. Os produtos da digestdo enzimatica estdo representados na figura. 1 — Marcador de
peso molecular (1kb); 2 e 3 — produto de purificacdo plasmideal a partir de bactérias competentes E.
coli DHSa transformadas com o vetor recombinante (pGEM-T + ERG6 de L. infantum). As setas
pretas representam os tamanhos dos fragmentos de DNA esperados, tanto para o inserto (1062pb)
quanto para o vetor (3015pb).
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4.1.2.1 Sequenciamento

Outra técnica importante utilizada para a confirmacdo da clonagem de genes de

interesse é a andlise da sequéncia nucleotidica por sequenciamento. Através do método

de Sanger, além da inser¢do do gene no vetor na posicao correta, é possivel confirmar o

tamanho esperado do fragmento de DNA clonado. O gene da ERG6 apresenta 1062

nucleotideos na molécula de DNA.

Utilizando primers especificos, a confirmacdo da clonagem ocorreu a partir do

alinhamento dos nucleotideos encontrados apds o sequenciamento com a sequéncia do

gene que codifica para enzima esterol 24-C-metiltransferase depositada no banco de

dados. O alinhamento das bases nitrogenadas foi realizado tanto para a ERG6 de L.

amazonensis quanto para a ERG6 de L. infantum, representados nas Figuras 15 e 16,

respectivamente. Apds analise, encontrou-se 100% de similaridade entre as sequéncias

amplificadas/clonadas e anotadas no banco de dados, demonstrando que o processo de

clonagem do gene foi eficiente.
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1 I
ATGTCCGCCGGTGECCGTGAGACCGLGLLGACGARCCTGATTCGTCGCCGCAACARGGATGAGATARACGGEGATETCAGCGCCGCCGCCGACCGLTTCCGCAGCCGLT TCGRGARGELARCCCTCGAGE
ATGTCCGCCEGTGECCETGAGACCGLGCCGACGRARCCTGATTCGTCGCCGCARCARGGATGAGATARACGGGGATETCAGCGCCGCCGCCGACCGCTTCCGCAGCCGCT TCGRGARGECARCCCTCGAGE
ATGTCCGCCEGTGECCETGAGACCGLGCLGACGRACCTGATTCGTCGCCGCARCARGGATGAGATARACGGEGATETCAGEGCCGCCGCCGACCGLTTCCGCAGCCGLT TCGREARGECARCCCTCGAGE

1I.31 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 25?
AGCGCARGGCCGCTRCCACGACGATGGTGARCGAGTACTACGACCTTETGACGGACT TCTACGAGTACGECTGLEGGCCAGCACTTCCATTTTGCRCCGLGCTACGCCGGCGRGACCTTCTTCGAGTCCCT
AGCGCARGGCCGCTRCCACGACGATGGTGARCGAGTACTACGACCT TGTGACGGACT TCTACGAGTACGGCTGEEECCAGCACT TCCATTTTGCGCCGCGCTACGCCGGCGAGRCCTTCTTCGAGTCCCT
AGCGCANGGCCGCTRCCACGACGATGGTGAACGAGTACTACGACCTTGTGACGGACTTCTACGAGTACGGLTRGGECCAGCACTTCCATTTTGCGCCGCGLTACGCCGGCGRGACCTTCTTCGAGTCCCT
%Gl 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 39?
CGCGCGCCACGAGTACTTCCTGGCCACCCGTGGCGECT TCATGGAGGGCGACCACATCATCGACGTGGGCTGLGGCGTCGECGGTCCGGLGLGCAACATAGTTCGCCTCACGCGCTGCAACGTCACCGGE

CGCGCGCCACGAGTRCTTCCTRGCCACCCGTGGCGRCT TCATGGAGEGCGACCACATCATCGRCGTGGGCTRCGACGTCGRCGGTCCGGLGCGCAACATAGT TCGCCTCACGLGCTGERACGTCACCGGE
CGCGCGCCACGAGTRCTTCCTEGCCACCCGTGGCGGCT TCATGGAGEGCGACCACATCATCGRCGTGRECTGCGGCGTCGECGGTCCGEEGCGCARCATAGTTCGCCTCACGCECTGLRACGTCACCGGE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 I
GTCAACARCARCGATTRCCAGATCAGCCGCGCTCGLCGTCATGACGCCCTCGCCGGTATGAGC TCCAAGATCGACTACGTCARGACTGACTTCTGCARCATGAGC T TRAGCCGACARCACCT TCGACGGLG
GTCAACARCARCGAT TRCCAGATCAGCCGCGCTCGCCETCATGACGCCCTCGCCEGTATGAGC TCCAAGATCGACTACGTCARGACTGACTTCTGCARCATGAGCT TRGCCGACARCACCT TCGACGGLG
GTCAACARCARCGATTRCCAGATCAGCCGCGCTCGLCGTCATGACGLCCTCGCCGGTATGAGC TCCRAGATCGACTACGTCARGACTGACTTCTGCARCATGAGC T TRGCCGRCARCACCT TCGACGGLG

?21 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 55?
CCTACGCCATCERGLCCACCTGCCACGCGARGGACARGGTCARGTGCTACAGCGAGETCTTTCGTGTCATCARGCCCGGCACCTGCTTCGTCCTGTACGRGTGGTGCATGAC EBRCRRBT%CG%CCCCR:‘
CCTACGCCATCGAGGCCACCTGCCACGCGARGGACAAGGTCARGTGCTACAGCGAGGTCTTTCGTGTCATCARGCCCGGCACCTGCTTCGTCCTGTACGAGTGGTGCATGACCGRCARGTACGACCCCAR
CCTACGCCATCGAGGCCACCTGCCACGCGRAAGGACAAGGTCARGTGCTACAGCGAGGTCTTTCETGTCATCARGCCCGGCACCTGCTTCGTCCTGTACGAGTGGTGCATGACCGRCARGTACGACCCCAR
?51 660 870 680 B30 700 710 720 730 740 750 760 770 73?
TGACGAGCACCACCGCACGATCARGCACCGCATCGAGE TGEGCGACGGCCTGCCGGAGATGGRRACGTGCACACAGGTGATCGAGTACATGARGCAGGCCGGCTTCGTGGTGGRGEAGGCCATAGACETC

TGACGAGCACCACCGCACGATCARGCACCGCATCGAGC TRGGLGACGGCCTGCCGGAGATGERARCGTGCACACAGGTGATCGAGTACATGARGCAGGCCGGCTTCATEGTGGRGGAGGCCATAGACGTC
TGACGAGCACCACCGCACGATCARGCACCGCATCGAGL TGGGLGACGGECCTGCCGGAGATGGRARCGTGCACACAGGTGATCGAGTACATGARGCAGGCCGECTTCGTGGTGGRGGAGGCCATAGACGTC

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 300 910

1 I
ATCAGTCAGTTTGAGTCCAGCTCCATCARGAGCGTCCCGTGGTACCARCCGCTGCTCGGCARCTACTCGTECCTGCAGGGCATGCGCTCTACCCCGATCGECCGCATCTTCACTARCGTCCTGTGTCGLG
ATCAGTCAGTTTGAGTCCAGCTCCATCARGAGCGTCCCGTGGTACCARCCGCTGCTCGGCARCTACTCGTCCCTGCAGGGCATGCGCTCTACCCCGATCGGCCGCATCTTCACTARCGTCCTGTGTCGLG
ATCRAGTCRGTTTGAGTCCAGCTCCATCARGAGCGTCCCGTGGTACCARCCGCTGCTCGGCARCTACTCGTCCCTGCAGGGLATGCGCTCTACCCCGATCGGCCGCATCTTCACTARCETCCTGTGTCGLG

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

I

TGCTGGAGCTCETRCACCTAGCTCCGARGGGCACGTATRAGGCGACGGAGAT T TTGGAGGAGGL TGCAGARRACCTGGTGTTGGGTGGTCAGCTCGRCATCTTCACGCCGTCTTTCTACATCCGLGLTCG
TGCTGGAGCTCGTGCACCTAGCTCCGARGGECACGTATAAGGCGACGGAGATTTTGGAGGAGGE TGCAGARAACCTGGTGT TGGGTGGTCAGCTCGGCATCTTCACGCCGTCTTTCTACATCCGEGCTCG
TGCTGGAGCTCGTGCACCTAGCTCCGARGGECACGTATRAGGLGACGGAGATTTTGGAGGRGGL TRCAGARRACCTGGTGT TGGGTGETCAGCTCGGCATCTTCACGCCGTCTTTCTRCATCCGLGCTCG

1041 1050 108062
| Rt e |
CARGCCGTCCARGGRGGCGTAG
CARGCCGTCCARGGAGGCGTAG
CARGCCGTCCARGGRGGCGTAG

Figura 15 — Sequenciamento da ERG6 de L. amazonensis. Lam: sequéncia depositada da
ERG6 de L. amazonensis no Gene bank Database (NCBI); C24: sequéncia da ERG6
amplificada e clonada de L. amazonensis.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 I
ATRTCCGCCGGTGGCCGTGAGACCGCGCCGACGARCCTGATTCGTCGCCGCARCARGGATGAGATARACGGEGATGTCAGCGCCGCCGCCGACCGCTTCCGCAGCCGLTTCGAGARGGCARCCCTCGAGG
ATRTCCGCCGGTGGCCHTGAGACCGCGCCGACGARCCTGATTCGTCRCCGCARCARGEATGAGATARACGGEGATGTCAGCGCCGCCGCCGACCGCTTCCGCAGCCECTTCGAGARGGECARCCCTCRAGG
ATGTCCGCCGGTGGCCGTGAGACCGCGCCGACGARCC TGATTCGTCECCGCARCARGGATGAGATARACGGEGATGTCAGCGCCGCCGCCGACCGCTTCCGCAGCCECT TCGAGARGECARCCCTCGAGG

131 140 150 160 10 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 |
AGCGCAAGGCCGCTACCACGACGATGGTGARCGAGTACTACGACCTTGTGACGGACTTCTACGAGTACGGCTGGGGCCAGCACTTCCATTTTRCGCCGCGCTACGCCGGCGAGACCTTCTTCGAGTCCCT
AGCGCAAGGCCECTACCACGACGATGGTGARCGAGTACTACGACCTTRTGACGGACTTCTACGAGTACGGCTGGGGCCAGCACTTCCATTTTRCGCCGCGCTACGCCGGCGAGACCTTCTTCGAGTCCCT
AGCGCARGGCCECTACCACGACGATGGTGARCGAGTACTACGACCTTGTGACGGACTTCTACGAGTACGGCTGEGGCCAGCACTTCCATTTTECGCCGLGCTACGCCGGCGAGACCTTCTTCGAGTCCCT

261 220 280 290 300 310 320 330 340 350 360 320 380 390
1 I
CGCGCGLCACGAGTACTTCCTGECCACCCGTRGCGGLTTCATGGAGGGCGACCACATCATCGACGTRGGCTECGGCGTCGGLGGTCCGGCGLGCARCATAGTTCGCCTCACGCGCTGCARCGTCACCGGE
CGCGCGCCACGAGTACTTCCTGRRCCACCCGTRRCGGLTTCATGGAGRGCGACCACATCATCGACGTRGECTECGGCATCGGLAGTCCAGCGLGCARCATAGTTCGCC TCACGCGCTGCARCGTCACCGGE
CGCGCGCCACGAGTACTTCCTEGCCACCCGTGECGGCTTCATGGAGEGLGACCACATCATCGACGTGEGC TECGGCGTCGGLGGTCCGGCGCECARCATAGTTCGCC TCACGCGCTGCARCETCACCGGE

391 400 410 420 430 440 450 460 a0 480 490 500 910 520
1 I
GTCARCARCARCGATTACCAGATCAGCCGCGCTCGCCGTCATGACGCCCTCGCCGGTATGAGCTCCARGATCGACTACGTCARGACTGACTTCTGCARCATGAGCTTAGCCGACARCACCTTCGACGGLG
GTCARCARCARCGATTACCAGATCAGCCGCGCTCGCCGTCATGACGLCCTCGCCGGTATGAGCTCCARGATCGACTACGTCARGACTGACTTCTGCAACATGAGCTTAGCCGACARCACCTTCGACGGLG
GTCARCARCARCGATTACCAGATCAGCCGCGCTCGCCGTCATGACGCCCTCGCCGRTATGAGCTCCARGATCGACTACGTCARGACTGACTTCTGCAACATGAGCTTAGCCGACARCACCTTCGACGGEG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

|
CCTACGCCATCEAGGCCACCTGCCACGCGARGGACARGGTCARGTGCTACAGCGAGGTCTTTCGTGTCATCARGCCCGGCACCTGCTTCGTCCTGTACGAGTGGTGCATGACCGACAAGTACGACCCCAR
CCTACGCCATCBAGGCCACCTGCCACGCGARGGACARGGTCAAGTGE TACAGCGAGGTCTTTCGTGTCATCARGCCCGGCACCTGCTTCGTCCTGTACGAGTGGTGCATGACCGACARGTACGACCCCAR
CCTACGCCATCEAGGCCACCTGCCACGCGARGGACARGGTCARGTGE TACAGCGAGGTCTTTCGTGTCATCARGCCCGGCACCTGCTTCGTCCTGTACGAGTGGTGCATGACCGACARGTACGACCCCAR

651 [0 670 680 690 700 1o 720 730 2o 750 760 7 780
1 |
TGACGAGCACCACCGCACGATCARGCACCGCATCGAGC TGGECGACGGCCTGCCGGAGATGGARACGTGCACACAGGTGATCGAGTACATGARGCAGGCCGECTTCGTGGTGEAGGAGGCCATAGACGTC
TGACGAGCACCACCGCACGATCARGCACCGCATCGAGC TGGECGACGGCCTGCCGGAGATGGARACGTGCACACAGGTGATCGAGTACATGARGCAGGCCGECTTCRTGGTGEAGGAGGCCATAGACGTC
TGACGAGCACCACCGCACGATCARGCACCGCATCGAGCTGGECGACKGCCTGCCGGAGATGGARACGTGCACACAGETGATCGAGTACATGARGCAGGCCGECTTCRTGGTGRAGGARGCCATAGACGTC

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
1 |
ATCAGTCAGTTTGAGTCCAGCTCCATCARGAGCGTCCCGTGETACCAACCGCTGCTCGGCARCTACTCGTCCCTGCAGGGCATGCGCTCTACCCCGATCGGCCGCATCTTCACTARCGTCCTGTGTCGEG
ATCAGTCAGTTTGAGTCCAGCTCCATCARGAGCGTCCCGTGETACCARCCGL TGCTCGGCARCTACTCGTCCCTGCAGGGCATGCGCTCTACCCCGATCGGCCGCATCTTCACTARCGTCCTRTGTCGEG
ATCAGTCAGTTTGAGTCCAGCTCCATCARGAGCGTCCCGTGRTACCARCCGLTGCTCRGCARCTACTCATCCCTGCAGGGCATGCGCTCTACCCCGATCGGCCGCATCTTCACTARCATCCTRTGTCGEG

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
1

TGCTGGAGCTCETGCACCTAGC TCCGAAGGGCACGTATAAGECGACGGAGAT TTTGGAGGAGGL TGCAGARAACCTGGTGT TGGGTGETCAGCTCGECATCTTCACGCCGTCTTTCTACATCCGCGLTCG
TGCTGGAGCTCRTGCACCTAGC TCCGARGGGCACGTATAAGECGACGGAGATTTTGGAGGAGGL TGCAGARRACCTGGTGTTRGGTGETCAGCTCGECATCTTCACGCCGTCTTTCTACATCCGCGLTCG
TGCTGGAGCTCRTGCACCTAGC TCCGARGGGCACGTATAAGECGACGGAGATTTTGGAGGAGGC TGLAGARRACCTRRTGTTRGGTGAETCAGCTCGRCATCTTCACGCCGTCTTTCTACATCCGLCGLTCG

1041 1050
+

B062
b=
CAAGCCGTCCARGGAGGCGTAG

CARGCCGTCCARGGAGGCGTAG
CARGCCGTCCARGGAGGCGTAG

Figura 16 — Sequenciamento da ERG6 de L. infantum. L. infantum NCBI: sequéncia
depositada da ERG6 de L. infantum no Gene bank Database (NCBI); L. infantum clonada:
sequéncia da ERG6 amplificada e clonada de L. infantum.

4.1.3 Subclonagem do gene ERG6

Apos a confirmacdo da clonagem, gene da ERG6 foi subclonado em um vetor de

expressao, o pSP72aNEQOq. Para isso, uma nova reagao de ligacdo ocorreu apos as

digestdes do vetor recombinante (pGEM-T + ERG6) e do vetor de expressdo

pSP72aNEOaq. (Figura 17). Nesta etapa, todas as digestbes foram realizadas com o uso

das enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, como demonstram as Figuras 17 e 18. O

sucesso desta etapa estd relacionado a duas observacdes no gel de agarose (1%): a

presenca de dois fragmentos de DNA na faixa do vetor recombinante (pGEM-T +

ERG6) nos tamanhos 3015pb para o plasmideo e 1062pb para o inserto, assim como a

presenca de um fragmento de DNA na faixa do vetor de expressdo pSP72aNEOa

(5021pb) (Fig. 17); na Figura 18 € possivel observar que a reacao de ligacdo do gene da

ERG6 ao novo plasmideo (pSP720aNEOa) ocorreu devido a presenca de dois

fragmentos de

DNA por faixa nos tamanhos esperados (1062pb para ERG6 e 5021pb

para pSP72aNEOaq).
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Figura 17 — Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos do vetor recombinante
(PGEM®-T + ERG®6) e vetor de expressio (pSP72aNEOa) apés digestido com BamHI e Hindll1.
Apés purificacdo plasmidial, o vetor recombinante ()GEM®-T + ERG6) e o vetor de expressio
(pSP720NEO«) foram digeridos e os fragmentos de DNA de interesse purificados a partir do gel de
agarose. 1 — Marcador de peso molecular (1kb); 2 — pGEM®-T + ERG6; 3 - pSP72aNEOq. As setas
pretas representam os tamanhos dos fragmentos de DNA esperados, tanto para o inserto (1062pb)
quanto para os plasmideos (3015pb para pGEM®-T e 5021pb para pSP72aNEOQ).

Em seguida a reacdo de ligacdo com a enzima DNA T4 Ligase, a confirmacéo da
insercdo do gene da ERG6 no pSP72aNEOa ocorreu apds uma nova digestdo com as
enzimas BamHI e Hindlll (Figura 18).
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Figura 18 — Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos do vetor de expressao
recombinante (pSP72aNEQa + ERG6) apés digestio com BamHI e Hindlll. 1 — Marcador
de peso molecular (1kb); 2, 3, 4 e 5 — pSP72uNEOa + ERG6. As setas pretas representam os
tamanhos dos fragmentos de DNA esperados, tanto para o inserto (1062pb) quanto para o vetor
(5021pb).

Uma vez que a subclonagem foi confirmada, promastigotas de L. amazonensis e
L. infantum foram transfectadas por eletroporacdo, recebendo o DNA recombinante
(pSP72aNEOa + ERG6) ou somente o vetor de expressao (pSP72aNEOa), utilizado

como controle.

4.2  Avaliacdo da expressao génica

A andlise da expressao génica dos parasitos transfectados foi realizada por g°PCR
visando a confirmacdo da maior producdo de RNAmM dos genes de interesse (ERG6 de
L. amazonensis e ERG6 de L. infantum).

As Figuras 19 e 20 representam o primeiro desenho experimental da analise da
superexpressdo do alvo em promastigotas de L. amazonensis (Fig.19) e L. infantum
(Fig. 20). Nesse caso, 72h antes da extracdo do RNA, as cepas transfectadas foram
mantidas tanto com pressdo de G418 [Laerg6""(G418), Lierg6™"(G418), La +
pSP720NEOa (G418) e Li + pSP720NEOa (G418)] quanto sem a presenca do
antibiotico de selecdo [Laerg6™", Lierge"®", La + pSP720NEOa e Li +
pSP720aNEOa]. O RNA das cepas selvagens de L. amazonensis e L. infantum tambem
foi extraido em duas condicbes de crescimento distintas: promastigotas da cepa

selvagem (WT) cultivadas até a quarta passagem (La-4P e Li-4P) e promastigotas da
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cepa selvagem (WT) com o mesmo nimero de passagens das cepas transfectadas (La-
WT e LI-WT). As promastigotas selvagens (La-4P, Li-4P, La-WT e Li-WT) em
nenhum momento foram incubadas com quaisquer concentra¢cdes do antibidtico de
selecao.

No caso das promastigotas de L. amazonensis transfectadas, é possivel observar
um aumento da expressdo relativa de aproximadamente 17 vezes comparando
Laerg6™" (G418) com La-4P e de aproximadamente 20 vezes comparando Laerg6™®"
com La-4P (Fig. 19). N&o foi observada diferenca significativa comparando 0s grupos:
La-4P e La-WT; La-4P ¢ La + pSP72aNEOaq (G418); La-4P ¢ La + pSP72aNEOq; La-
WT e pSP72aNEOa (G418); La-WT e pSP72aNEOaq.
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Expresséo Relativa

Figura 19 — Analise da expressdo génica de ERG6 em promastigotas transfectadas e seus
controles de L. amazonensis mantidas com ou sem G418 72h antes da extracdo de RNA. La-4P:
promastigotas de L. amazonensis cultivadas até a quarta passagem; La-WT: promastigotas de L.
amazonensis cultivadas com o nimero de passagens indefinidas no periodo de um ano; La +
pSP72aNEOw (G418): promastigotas de L. amazonensis transfectadas somente com o vetor de
expressio e selecionadas com G418 72h antes da extracdo de RNA; Laerg6""(G418):
promastigotas recombinantes de L. amazonensis transfectadas com pSP72aNEOo + ERG6 e
selecionadas com G418 72h antes da extracdo de RNA; La + pSP72aNEOa: promastigotas de L.
amazonensis ndo selecionadas com G418 72h antes da extracdo do RNA e transfectadas somente
com o vetor de expressdo; Laerg6™®": recombinantes de L. amazonensis ndo selecionadas com G418
72h antes da extracdo de RNA e transfectadas com ESP72aNEOa + ERG6. A anélise estatistica foi
realizada através do teste t student. **: Laerg6™® (G418) X La-4P; Laerg6™?"(G418) x La-WT;
Laerg6"®(G418) x La + pSP72aNEOa (G418); Laerg6™®"(G418) x La + pSP72aNEQq. ***:
Laerg6™®" x La-4P; Laerg6™™" x La-WT; Laerg6™®" x La + pSP72aNEOa (G418); Laerg6™®" x La +
pSP72aNEOQOa. **:p<0,005; ***: p<0,0001.

Na andlise da expressao génica de promastigotas de L. infantum transfectadas é
possivel observar um aumento da expressdo relativa de aproximadamente 45 vezes
comparando Laerg6™" (G418) com La-4P e de aproximadamente 13 vezes comparando
Laerg6™®" com La-4P (Fig. 20). N&o foi observada diferenca significativa comparando
0s grupos: Li-4P e Li-WT; Li-4P e Li + pSP72aNEOa (G418); Li-4P e Li +
pSP72aNEOq; Li-WT e Li + pSP72aNEOa (G418); Li-WT e Li + pSP72aNEOa.
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Figura 20 — Analise da expressdo génica de ERG6 em promastigotas transfectadas e seus
controles de L. infantum mantidas com ou sem G418 72h antes da extracdo de RNA. Li-4P:
promastigotas de L. infantum cultivadas até a quarta passagem; Li-WT: promastigotas de L.
infantum cultivadas o nimero de passagens indefinidas no periodo de um ano; Li + pSP72eNEOa
(G418): promastigotas de L. infantum transfectadas somente com o vetor de expressdo e
selecionadas com G418 72h antes da extracdo de RNA; Liergﬁh'gh(G418): promastigotas
recombinantes de L. infantum transfectadas com pSP72aNEOa + ERG6 e selecionadas com G418
72h antes da extracdo de RNA; Li + pSP72aNEOa: promastigotas de L. infantum néo selecionadas
com G418 72h antes da extragdo do RNA e transfectadas somente com o vetor de expressdo;
Lierg6™": recombinantes de L. infantum ndo selecionadas com G418 72h antes da extracdo de RNA
e transfectadas com IﬂSP72aNEO(x + ERG6. A andlise estatistica foi realizada através do teste t
student. ***: Lierg6"?"(G418) x Li-4P; Lierg6"?"(G418) x Li-WT; Lierg6"¥"(G418) x Li +
PSP72aNEQw  (G418); LiergBh'g'_‘%G418) X Li + pSP72aNEOq. **: Lierge™" x Li-4P;
Lierg6""(G418) x Li-WT; Lierg6™®" x Li + pSP72aNEQu (G418); Lierg6™®" x Li + pSP72aNEOQa.
#i: Lierg6™9"(G418) x Lierg6™?". ##: p<0,005; **:p<0,005; ***: p<0,0001.

No segundo desenho experimental para analise da superexpressdo da ERG6, os
parasitos transfectados (Laerg6™" e La + pSP720NEOa) ou ndo (La-4P e La-WT)
foram mantidos 144h (seis dias) sem a pressdo de G418 antes da extracdo de RNA. E
possivel observar um aumento da expressdo relativa de aproximadamente 100 vezes
comparando Laerg6™®" com La-4P (Fig. 21). N&o foi observada diferenca significativa
comparando 0s grupos: La-4P e La-WT; La-4P e La + pSP720NEOaq; La-WT e
pSP72aNEOa.
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Figura 21 — Analise da expressao génica das promastigotas transfectadas e seus controles de L.
amazonensis mantidas sem G418 por 144h (seis dias) antes da extracdo de RNA. La-4P:
promastigotas de L. amazonensis cultivadas até a quarta passagem; La-WT: promastigotas de L.
amazonensis cultivadas com o nimero de passagens indefinidas no periodo de um ano; La +

pSP72aNEQa: promastigotas de L. amazonensis mantidas 144h sem G418 antes da extragdo do

RNA e transfectadas somente com o vetor de express&o; Laergﬁh'gh: promastigotas recombinantes

de L. amazonensis mantidas 144h sem G418 antes da extracdo de RNA e transfectadas com
pSP72aNEOa + ERG6. A andlise estatistica foi realizada através do teste t student. ***: Laerg6"®" x
La-4P; Laerg6™" x La-WT; Laerg6"®" x La + pSP72aNEQaq. ***: p<0,0001.

4.3  Caracterizagdo fenotipica: curva de crescimento

Uma vez que a superxpressdo da ERG6 em promastigotas de L. amazonensis e
L. infantum foi confirmada por qPCR, a curva de crescimento dos parasitos foi realizada
como etapa de caracterizacdo fenotipica das cepas geradas.

Na avaliacdo do crescimento parasitario das cepas de L. amazonensis (Fig. 22) é
possivel observar que os parasitos ndo transfectados apresentaram padrdes de
crescimentos semelhantes entre eles (La-WT e La-4p), assim como as cepas que
receberam somente o plasmideo (La + pSP72aNEOa) ou o plasmideo + gene de
interesse (Laerg6™"). No entanto, apesar da ndo diferenca significativa entre as quatro
cepas, é possivel observar uma diferenca no perfil de crescimento comparando as cepas
transfectadas com as nédo transfectadas.

Na curva de crescimento parasitario das cepas de L. infantum (Fig. 23) observa-

se que o padrdo de crescimento das quatro cepas avaliadas apresentou semelhanca entre
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elas, ndo havendo diferenca significativa entre as promastigotas que superexpressam o
gene e os controles experimentais (Li-WT; Li—4p; Li + pSP72aNEOa. ).

3.6x107 -
1 - La-WT

3.1x107 1 = La-4P
2 26x107] -+ La + psp720NEQq,
2 21x07 ] ¥ Laerge""
f 1.6x107
S 1.1x107 ]

6.0x10°

1.0x10° 4

Tempo (dias)

Figura 22 — Curva de crescimento de promastigotas de L. amazonensis transfectadas ou nao.
Uma aliquota de 10uL foi removida da cultura de cada cepa e a contagem dos parasitos realizada em
camara de Newbauer por sete dias consecutivos, a partir de um inéculo inicial de 1 x 10°
parasitos/mL. La-WT: promastigotas de L. amazonensis cultivadas com o nimero de passagens
indefinidas no periodo de um ano; La-4P: promastigotas de L. amazonensis cultivadas até a quarta
passagem; La + pSP72aNEQOa: promastigotas de L. amazonensis transfectadas somente com o vetor
de expressao; Laerg6h'gh: promastigotas recombinantes de L. amazonensis transfectadas com
pSP72aNEOc. + ERG6. N&o foi observada diferenca significativa através do teste t student,
comparando sempre dois grupos experimentais.
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Figura 23 — Curva de crescimento de promastigotas de L. infantum transfectadas ou néo.

Uma aliquota de 10uL foi removida da cultura de cada cepa € a contagem dos parasitos realizada em
camara de newbauer por sete dias consecutivos, a partir de um inéculo inicial de 1 x 10°
parasitos/mL. Li-WT: promastigotas de L. infantum cultivadas com o nimero de passagens
indefinidas no periodo de um ano; Li-4P: promastigotas de L. infantum cultivadas até a quarta
passagem; Li + pSP72eNEOa: promastigotas de L. infantum transfectadas somente com o vetor de
expressao; Lierg6™®": promastigotas recombinantes de L. infantum transfectadas com pSP72aNEOa
+ ERG6. Néo foi observada diferenca significativa através do teste t student, comparando sempre
dois grupos experimentais.
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4.4  Atividade leishmanicida dos azapterocarpanos
4.4.1 Estrutura

Nesse trabalho, foram avaliados nove compostos quimicos que apresentam um

atomo de nitrogénio no nuacleo tetraciclico (benzo-pirano-furano-benzeno) de sua
estrutura (Fig. 24).
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Figura 24 - Azapterocarpanos da série LQB. As substancias foram planejadas pelos Drs. Ayres
Guimardes Dias e Paulo Roberto Ribeiro da Costa
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4.4.2 Atividade antipromastigota dos azapterocarpanos

Promastigotas das cepas recombinantes (La + pSP72aNEOQOaq, Laerg6™®", Li +
pSP72aNEOa ¢ Lierg6™") foram incubadas com os azapterocarpanos, imipramina e
miltefosina em diferentes concentracdes (0,8-100uM) e a metade da concentracdo
inibitéria maxima (1Cs,) foi determinada. Os parasitos transfectados somente com o
vetor pSP72aNEOaq foram utilizados como controle (La + pSP72aNEOa ¢ Li +
pSP720NEOaq) e a miltefosina como farmaco de referéncia.

Tabela 1 — Atividade leishmanicida dos azapterocarpanos, imipramina e miltefosina
contra L. amazonensis (La + pSP72aNEQOa e Laerg6™").
Leishmania amazonensis (promastigotas)

Azapterocarpanos La + pSP72aNEOa Laerg6™®"
(M) (LM)
LQB 330 >100 >100
LOB 331 >100 >100
LOB 332 >100 >100
LQB 338 >100 >100
LQB 341 >100 >100
LQB 333 4533 +4.4 80,83+12*
LQB 336 9,1+0,43 20,05+24*
LQB 339 30,30 £0,21 48,96 + 2,7 *
LQB 343 17,45 +0,18 21,87+12
Imipramina 6,97 +1,14 10,95+1,85
Miltefosina 517 +£0,7 6,8 £1,02

Valores de ICso correspondem a média de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata + erro padréo.
La + pSP72aNEOu: promastigotas de L. amazonensis transfectadas somente com o vetor de expressdo; Laerg6™o":
promastigotas de L. amazonensis que superexpressam a ERG6. Analise estatistica foi realizada através do teste t
student, comparando Laerg6™®" x La + pSP72aNEOa. *: p<0,0001.

Os resultados demonstrados na Tabela 1 mostram valores de 1Cs maiores
quando as promastigotas Laerg6™?" foram tratadas com LQB 333, LQB 336, LQB 339 e
LQB 343 em comparagdo com 0 grupo controle La + pSP72aNEOaq, apresentando
diferenca significativa entre os grupos tratados com LQB 333, LQB 336 e LQB 339.
Ou seja, os parasitos de L. amazonensis que superexpressam o gene da ERG6 se
tornaram menos sensiveis aos compostos acima destacados. Os valores de 1Cs,
aumentaram aproximadamente 2,2 vezes e 1,8 vezes no tratamento de Laerg6high com
LQB336 e LQB333, respectivamente, comparando com La + pSP72aNEOaq.
Promastigotas de Laerg6™®" também tiveram sua sensibilidade reduzida & substancia
LQB 339, porém com aumento do ICs, menor que duas vezes em compara¢do com o

grupo controle. A imipramina, descrita como inibidora de metiltransferases, ndo
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apresentou diferenca significativa em sua atividade comparando as duas cepas
recombinantes. Como esperado, a miltefosina ndo apresentou diferenca de atividade
entre La + pSP72aNEOa ¢ Laerg6™®",

Tabela 2 — Atividade leishmanicida dos azaE_terocarpanos, imipramina e miltefosina
contra L. infantum (Li + pSP72aNEOQa e Lierg6™®").
Leishmania infantum (promastigotas)

Azapterocarpanos Li + pSP72aNEOa Lierg6™®"
(LM) (LM)
LQB 330 >100 >100
LQB 331 >100 >100
LOB 332 >100 >100
LQB 333 >100 >100
LQB 338 >100 >100
LOB 336 17,52 £0,75 20,88 +2,6
LQB 339 35,56 + 0,08 4552 +1,2*
LOB 341 24,76 £ 0,21 51,71 +27*
LOB 343 25,02 +1,03 33,06 £1,56 *
Imipramina 7,95+1,87 6,92 £ 0,88
Miltefosina 13,25 +3,71 12,21 +1,06

Valores de ICs0 correspondem a média de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata + erro padrao. Li
+ pSP720NEOu: promastigotas de L. infantum transfectadas somente com o vetor de expressio; Lierg6™o":
promastigotas de L. infantum que superexpressam a ERG6. Analise estatistica foi realizada através do teste t student,
comparando Lierg6™®" x Li + pSP72aNEOa.*: p<0,0001.

Na Tabela 2 é possivel observar que promastigotas de Lierg6™®" se tornaram
discretamente menos sensiveis aos compostos LQB 336, LQB 339, LQB 341 e LQB
343, com destaque para LQB341 que apresentou 1C50 aproximadamente duas vezes
maior comparando o tratamento dos parasitos de L. infantum transfectados somente com
o plasmideo pSP720NEOa. Em relagio a LQB 339, essa diferenca foi
aproximadamente de 1,2x para os valores de 1C50. Comparando os dois grupos, foi
observada diferenca significativa entre eles quando tratados com LQB 339, LQB 341 e
LQB 343. Os parasitos que superexpressam a ERG6 (Lierg6™®") ndo apresentaram
alteracdo na sensibilidade a imipramina em relagcdo ao grupo controle. Como esperado, a

miltefosina ndo apresentou diferenca significativa de atividade entre as cepas estudadas.
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45  Avaliagdo da atividade leishmanicida e citotoxicidade dos azasteroides
4.5.1 Estrutura

Nesse trabalho, foram avaliados cinco compostos quimicos que apresentam um
atomo de nitrogénio no nudcleo esteroidal (ciclopentanoperidrofenantreno) de sua
estrutura (Fig. 25).

ND-1 ND-2
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Figura 25 — Azasteroides da série ND. Os cinco compostos foram planejados e sintetizados
pelo grupo da Dra. Neelima Dhingra Passi.

4.5.2 Atividade antipromastigota dos azasteroides

Promastigotas das cepas selvagens (La — 4P, La — WT, Li — 4P e Li - WT) e
recombinantes (La + pSP720NEOaq, Laerg6™®", Li + pSP72aNEOa e Lierg6™®") foram
incubadas com os derivados em diferentes concentracdes (0,8-100uM) e a metade da
concentracdo inibitoria maxima (ICs,) foi calculada utilizando o programa GraphPad
Prism 5.

Os resultados demonstrados na Tabela 3 indicam que 0s cinco compostos
avaliados apresentaram atividade leishmanicida contra as quatro cepas de promastigotas
de L. amazonensis estudadas (La — 4P, La — WT, La + pSP720NEOaq e Laerg6""),
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sendo os derivados ND-3 e ND-4 os mais potentes entre os analisados. Em relacdo ao
mecanismo de acdo desses compostos, € possivel observar que 0s parasitos que
superexpressam a ERG6 (Laerg6™") néo tiveram sua sensibilidade alterada a nenhum
dos cinco azasteroides estudados, pois os valores de ICso contra Laerg6™®" foram
semelhantes em relacdo aos outros grupos. Nao foi observada diferenga significativa
entre as cepas transfectadas tratadas com os azasteroides da série ND.

Tabela 3 — Atividade antipromastigota dos azasteroides contra L. amazonensis (La — 4P,
La— WT, La + pSP72¢NEOQa e Laerg6™").
Leishmania amazonensis (promastigotas)

Azaster6ides La—4P La-WT La+ pSP72aNEOa  Laerg6™®"
(M) (M) (M) (LM)
ND-1 15,39 £ 0,49 10,12+15 21,7+11 22,3+0,98
ND-2 13,37 +1,3 7,06 + 0,22 16,39 + 0,96 12, 99+0,84
ND-3 2,18+0,4 1,64 +£0,47 3,8+0,32 4,1+1,02
ND-4 0,48 +0,003 03+1,1 1,12 +0,17 1,39+0,17
ND-5 7,19 +0,25 8,61 + 0,40 17,1 +0,39 17,11+ 1,12

Valores de ICso0 correspondem a média de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata + erro padrao.
La — 4P: promastigotas de L. amazonensis cultivadas até a quarta passagem; La — WT: promastigotas de L.
amazonensis cultivadas com o mesmo ndmero de passagens das cepas transfectadas;' La + pSP720NEOq:
promastigotas de L. amazonensis transfectadas somente com o vetor de expressio; Laerg6™®": promastigotas de L.
amazongnsis que superexpressam a ERG6. Analise estatistica foi realizada através do teste t student, comparando
Laerg6"" x La + pSP72aNEOa.

O estudo da atividade antileishmania dos azasteroides sobre promastigotas de L.
infantum (Tabela 4) também demonstrou que os cinco derivados sdo potentes contra as
quatro cepas analisadas (Li — 4P, Li — WT, Li + pSP720NEOa e Lierg6™"). Assim
como no tratamento de promastigotas de L. amazonensis (Tabela 3), os compostos ND-
3 e ND-4 foram os mais potentes, com menor valor de 1C50 nos quatros grupos. Sobre a
investigacdo do mecanismo de acdo desses compostos sobre a ERG6, os resultados da
Tabela 4 mostram que as promastigotas de L. infantum superexpressando a enzima alvo
(Liergs"¥") se tornaram menos sensiveis aos compostos ND-1, ND-2 e ND-5. E
possivel observar diferencas significativas de aproximadamente 4x, 3x e 4x nos valores
de 1C50 comparando o tratamento dos grupos Lierg6™®" e Li + pSP72aNEOo. com ND-

1, ND-2 e ND-5, respectivamente.

46



Tabela 4 — Atividade antipromastigota dos azasteroides contra L. infantum (Li — 4P, Li -
WT, Li + pSP72aNEOq e Liergs"®").

Leishmania infantum (promastigotas)

Azasteroides Li—4pP Li- WT Li + pSP72aNEOu Lierge™?"
(HM) (HM) (HM) (HM)
ND-1 13,61 + 0,47 18,95+ 1,80 10,54+ 29 4407x12*
ND-2 10,12+ 3,6 13,96 £ 0,16 13,52 £ 0,29 40,09 +0,15*
ND-3 3,16 + 0,64 2+0,77 1,72+ 0,26 2,32 +£0,22
ND-4 10,29 0,78 +0,88 0,39+0,11 1,11 +0,20
ND-5 9,12 +0,93 6,70 + 0,30 4,78 0,80 18,63+0,33 *

Valores de ICs0 correspondem a média de trés experimentos independentes conduzidos em triplicata + erro padrdo. Li
— 4P: promastigotas de L. infantum cultivadas até a quarta passagem; Li — WT: promastigotas de L. infantum
cultivadas com o mesmo nimero de passagens das cepas transfectadas; Li + pSP72aNEQaq: promastigotas de L.
infantum transfectadas somente com o vetor de expressdo; Lierg6"®™ promastigotas de L. infantum que
superexpressam a ERG6. Analise estatistica foi realizada através do teste t student, comparando Lierg6™®" x Li +
pSP72aNEOQa. *: p<0,0001.

4.5.3 Atividade antiamastigota intracelular e citotoxicidade dos azasteroides

Visto que os cinco derivados estudados apresentaram atividade leishmanicida
contra promastigotas de L. amazonensis e L. infantum superexpressando ou ndo o gene
de interesse, macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram incubados em
diferentes concentracdes dos azasteroides (1uM-200uM) durante 72h. Os valores de
CCso, que correspondem a metade da concentracdo citotdxica maxima, foram
determinados e estdo representados na Tabela 5. A miltefosina foi utilizada como

farmaco de referéncia.

Tabela 5 — Citotoxicidade (CCso), atividade antiamastigota (ICso) e indice de seletividade dos
azasteroides contra L. amazonensis.

Citotoxicidade Amastigotas intracelulares
CCso (UM) 1Cs0 (UM) i
Macro6fagos Leishmania amazonensis Indice de seletividade (SI)
murinos
La—4P La+ pSP720NEOu Laerg6™®" La—4P La+ Laerg6™®"
pSP72aNEOa
ND-1 >100 5,47 5,32 10,31 * >10 >10 >9,7
ND-2 54,95 + 0,89 4,36 6,58 11,41 * 12,6 8,3 4,8
ND-3 8,55+ 0,48 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ND-4 4,74 +£0,1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ND-5 >100 N.D. 9,55 18,68 * N.D. >10 >5,3
Miltefosina 96,52 £ 3,4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. — ndo determinado. Analise estatistica foi realizada através do teste t student, comparando Laerg6™?"
x La + pSP72aNEQoq. *: p<0,0001.

Os valores de CCso apresentados na Tabela 5 indicam que 0s compostos ND-1 e

ND-5 ndo foram toxicos aos macréfagos murinos (CCso > 100puM) e o derivado ND-2
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apresentou menor toxicidade quando comparado com ND-3 e ND-4, com valores de
CCso de 54,95uM, 8,55uM e 4,74uM, respectivamente. Dessa forma, avaliando a
toxicidade dos cinco compostos, uma triagem foi realizada e a atividade de ND-1, ND-2
e ND-5 contra amastigotas de L. amazonensis (Tabela 5) e L. infantum (Tabela 6) foi
avaliada e os valores de 1Cso determinados.

Analisando os valores de ICso dos trés compostos é possivel observar que as
amastigotas de L. amazonensis que superexpressam a enzima esterol 24-C-
metiltransferase (Laerg6™®") se tornaram menos sensiveis aos derivados comparando o
tratamento dos parasitos transfectados somente com o vetor de expressdo (La +
pSP720NEOq). Houve diferenca significativa entre os grupos Laerg6™" e La +
pSP72aNEOa tratados com os derivados ND-1, ND-2 e ND-5. O ICso de ND-1 para o
tratamento de Laerg6™" foi aproximadamente 2x maior do que o I1Cso no tratamento de
La + pSP72aNEOa. A mesma diferenga foi observada nos valores de 1Cso de ND-5.
Para ND-2, 0 ICsoaumentou 1,7x comparando Laerg6™®" e La + pSP720NEOq.

O indice de seletividade (SI) para os azasteroides contra L. amazonensis e L
infantum esta representado nas Tabelas 5 e 6 e foi calculado a partir da raz&o entre o
CCso para macrofagos e 1Cso para amastigotas intracelulares. Farmacos com SI > 10
podem ser considerados seletivos contra os parasitos. Os resultados da Tabela 5
demonstram valores de SI > 10 e SI = 12,6 para os farmacos ND-1 e ND-2,
respectivamente, comparando os valores de CCso com 0 1Cso contra amastigotas de Li-
4P. Na Tabela 6 é possivel observar que o composto ND-1 também foi seletivo contra

amastigotas de Li-4P, com Sl > 10.

Tabela 6 — Atividade antiamastigota (ICso) e indice de seletividade dos azasteroides contra L.
infantum.

Citotoxicidade Amastigotas intracelulares
CCso (UM) I1Cs0 (UM) )
Macréfagos Leishmania infantum Indice de seletividade (SI)
murinos
Li—4P  Li+ pSP72aNEO« Lierge™™ Li-4pP Li+ Liergg™®"
pSP72aNEOa
ND-1 >100 9,22 11,90 31,73 * >10 >8,4 >3,1
ND-2 54,95 + 0,89 8,25 4,42 26,67 * 6,6 12,43 2,1
ND-3 8,55+ 0,48 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ND-4 4,74+£0,1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ND-5 >100 N.D. 2,44 13,54 * N.D. >10 >7,3
Miltefosina 96,52 £ 3,4 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. — néo determinado. Anélise estatistica foi realizada através do teste t student, comparando Lierg6™®"
x Li + pSP72aNEOQOoq. *: p<0,0001.
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Assim como na avaliagdo da atividade antipromastigota, as amastigotas de L.
infatum que superexpressam a ERG6 (Lierg6™®") também se tornaram menos sensiveis
aos azasteroides comparando o tratamento dos parasitos transfectados somente com o
vetor de expressao (Li + pSP72aNEOa), com diferenga significativa entre os grupos. A
analise da Tabela 6 permite observar que os valores de ICso aumentaram
aproximadamente 3x quando amastigotas de Lierg6™®" foram tratadas com ND-1 em
relagdo aos valores do tratamento de Li + pSP72aNEOa com esse composto. Para ND-2
e ND-5, esses valores aumentaram aproximadamente 6x comparando os dois grupos. E
possivel observar que ND-1 e ND-2 apresentaram atividade leishmanicida contra
amastigotas da cepa selvagem de L. infantum cultivada até a quarta passagem (Li-4P),
com ICso = 9,22 e 8,25uM, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

A atividade dos inibidores da biossintese do ergosterol em Leishmania spp. tem
sido amplamente estudada por diversos autores (Berman et al. 1984; Goad et al. 1984;
Berman et al. 1986; Beach et al. 1988; Hart et al. 1989; Vannier-Santos et al. 1999,
Roberts et al. 2003; Medina et al. 2012), mostrando-se como um excelente alvo para a
quimioterapia das leishmanioses. Alguns desses trabalhos mostram a inibicdo da C14-
desmetilase, enzima da via de biossintese de esterdis, com azois (cetoconazol,
itraconazol e fluconazol), levando ao desaparecimento dos esterdis endogenos
desmetilados no carbono 14 e aumento de colesterol exdgeno captado do meio
(Andrade-Neto et al., 2012). No entanto, assim como o0s tripanossomatideos, 0s
mamiferos também expressam a C14-desmetilase em seu metabolismo de esterdis.

Uma das principais diferencas na composi¢cdo da membrana plasmatica entre
organismos de diferentes grupos taxondmicos envolve a presenca e o tipo de esterois de
membrana. Embora o colesterol e ergosterol apresentem estruturas quimicas similares,
seus efeitos nas membranas lipidicas séo diferentes, modulando diferentes propriedades
como a fluidez, e consequentemente diferentes mecanismos e respostas as interacoes
com farmacos que agem sobre a membrana (Cournia et al., 2007). Um exemplo de
farmaco cuja atividade é dependente de esterol é a anfotericina B que, em concentracdes
terapeuticamente relevantes, afeta a estrutura de membranas celulares contendo esterol
de células eucarioticas, a0 mesmo tempo em que € inativo contra membranas
bacterianas isenta de esterois. Comparando mamiferos com fungos e protozoarios, o
dano induzido pela anfotericina B € ligeiramente maior em membranas celulares com
ergosterol do que nas membranas celulares de mamiferos ricas em colesterol (Neumann
et al., 2016). Devido a sua alta eficacia, a anfotericina B tem sido usada por mais de 50
anos no tratamento da leishmaniose visceral, porém a seletividade desse composto para
membranas ricas em ergosterol é limitada, causando uma série de efeitos colaterais,
como a nefrotoxicidade, restringido o uso da anfotericina B em situacGes de risco de
morte (Laniado-Laborin et al., 2009).

A busca por um alvo seletivo no parasito é essencial. Nesse trabalho buscamos
inibidores especificos da enzima esterol 24-C-metiltransferase (ERG6), visto que nao
existe enzima comparavel na biossintese do colesterol em mamiferos, logo sua inibicéo
deve ser seletiva para a biossintese do ergosterol e, portanto, para 0s parasitos do género

Leishmania.
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Uma das estratégias mais utilizadas para demonstrar o mecanismo de acdo de
um farmaco é a superexpresséo do alvo putativo no organismo que esta sendo estudado.
Se o farmaco de fato atuar nesse alvo, espera-se que O organismo geneticamente
modificado se torne resistente, comprovando o mecanismo.

Superexpressamos a ERG6 em L. amazonensis e L. infantum com o objetivo de
investigar uma série de candidatos a farmacos que sejam inibidores dessa enzima e
levem os parasitos a morte. Alguns estudos demonstram a superexpressdo da esterol 24-
C-metiltransferase em plantas (Neelakandan et al., 2009; Guan et al., 2017; Luo et al.,
2008), no entanto a superexpressdo dessa enzima em tripanossomatideos é pouco
abordada. A ERG6 de L. donovani foi clonada e leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae receberam o gene do parasito (Pourshafie et al., 2004). Goto et al. (2007)
demonstraram a expressdo da ERG6 de L. infantum, porém em um sistema heterélogo
bacteriano.

A maioria dos trabalhos envolvendo clonagem e superexpressdo da ERG6 nao
utiliza os protozoarios como plataforma de expressdo da enzima, sugerindo a
dificuldade de obtencédo de parasitos recombinantes. No entanto, Jiménez-Jiménez et al.
em 2008 demonstraram a superexpressdo da esterol 24-C-metiltransferase em L. major,
fornecendo evidéncias que essa enzima esta localizada no reticulo endoplasmatico em
vesiculas endociticas. Em relacdo aos niveis de expressao da enzima comparando a cepa
recombinante com a cepa selvagem, a quantificagdo demonstrou um aumento de 6x do
nivel de expressdo em promastigotas de L. major transfectadas com o vetor
recombinante pXSMT (pX63NEO + gene da esterol 24-C-metiltransferase) em relacao
as células ndo transfectadas.

No presente trabalho, técnicas de biologia molecular foram desenvolvidas, como
clonagem e subclonagem da ERG6 nos vetores pGEM-T EASY ¢ pSP72aNEOaq,
respectivamente, visando a superexpressdo da enzima em promastigotas de L.
amazonensis e L. infantum. Foram utilizadas duas espécies distintas como plataformas
de expressdo visto que sdo causadoras de manifestacbes clinicas diferentes da
leishmaniose. Enquanto L. amazonensis causa LC, infeccdo com L. infantum esta
relacionada a LV.

A superexpressdo da ERG6 em L. amazonensis e L. infantum foi confirmada por
gPCR comparando as cepas transfectadas com o plasmideo recombinante (Laerg6"" e
Lierg6™") e outras trés cepas: promastigotas cultivadas até a quarta passagem (La-4P e

Li-4P), promastigotas cultivadas com o mesmo numero de passagens das células
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transfectadas (La-WT e Li-WT) e promastigotas transfectadas somente com o vetor de
expressdo (La + pSP72aNEOa e¢ Li + pSP72aNEOq). Comparamos também a
diferenca dos niveis de expressio de Laerg6™" e Lierg6"?" na presenca ou auséncia do
antibidtico de selecdo G418.

Observamos um aumento de 17x e 20x da expressdo do gene da ERG6 em
Laerg6™®" incubadas com G418 e Laerg6™®" sem G418 por 72h, respectivamente, sem
diferenca significativa entre os grupos. Quando as promastigotas de L. amazonensis
foram mantidas 144h sem a pressdo de G418, notamos um aumento da expressao
relativa da ERG6 de aproximadamente 100x comparando Laerg6™®" com La-4P. Esses
dados indicam a possibilidade da ndo utilizacdo do antibi6tico de selegdo em todas as
passagens, além de demonstrar que o plasmideo recombinante é mantido no interior da
celula parasitaria mesmo sem a selecéo.

Em relac&o aos niveis de expressdo de ERG6 quando promastigotas de Liergs"®"
foram incubadas com G418 ou sem G418 por 72h, observamos um aumento de 45x e
13x da expressao do gene, respectivamente, com diferenca significativa entre 0s grupos,
reforcando a importancia da presenca do antibidtico de selecdo para manutencdo da
expressdo nessa cepa.

Os resultados indicam que, 72h apds a retirada de G418, os parasitos Laergs™?"
e Lierg6™®" continuam superexpressando a enzima. Essa estratégia de confirmacéo da
expressdo apos a retirada do antibidtico foi realizada porque nos testes de atividade
antipromastigota os parasitos sao incubados 72h antes do experimento sem G418. Além
disso, promastigotas de Laerg6™®" continuam expressando a enzima mesmo quando
mantidas 144h sem G418. Esse dado significa que, no momento da andlise da
viabilidade celular por resazurina (72h ap6s o tratamento), a enzima ainda esta
superexpressa nos parasitos.

Neste trabalho, o0s parasitos recombinantes foram selecionados com
concentracdes graduais de G418 (5, 10, 50 e 100ug/mL) e mantidos sob presséo seletiva
na maior concentracdo (100ug/mL). Dados na literatura mostram que promastigotas de
L. amazonensis transfectadas com GFP (Green Fluorescent Protein) apresentaram
baixos niveis de fluorescéncia quando cultivadas por 7, 4, 32, 41 e 56 dias sem G418,
enquanto que os parasitos selecionados com 1mg/mL de G418 apresentaram elevados
niveis de fluorescéncia proporcionais ao numero de parasitos por cultura (Costa et al.,
2011).
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Por outro lado, ha relatos na literatura com L. major superexpressando a 24-C-
metiltransferase, onde os parasitos foram mantidos com 32, 48 e 480 pg/mL
permanentemente até o momento da realizacdo dos experimentos (Jiménez-jiménez et
al., 2008). Dessa forma, novos estudos precisam ser realizados para confirmar a
necessidade da incubacéo regular de G418 em culturas de células transfectadas.

A caracterizacdo fenotipica das cepas geradas foi realizada através da avaliacdo
do perfil de crescimento dos parasitos durante oito dias. Nao houve quaisquer diferencas
significativas entre as cepas, inclusive comparando as cepas selvagens (La-4P, La-WT,
Li-4P e Li-WT) com os controles (La + pSP72aNEOa e Li + pSP72aNEOa) e com 0s
parasitos que superexpressam a ERG6 (Laerg6™®" e Lierg6™").

Os padrdes de crescimento semelhantes entre as cepas se tornam importantes
para demonstrar que a superexpressdo da enzima e a presenca de um DNA ex0geno
(plasmideo) ndo influenciam negativamente o crescimento parasitario. Além disso, a
utilizacdo dos parasitos transfectados somente com o vetor de expressdo como controles
experimentais € importante, uma vez que ao inserir um plasmideo no parasito devemos
demonstrar que as alteracdes observadas ndao ocorrem em funcdo do vetor (Jiménez-
Jimenez et al., 2008).

Nos ultimos anos, o reposicionamento de farmacos foi responsavel por 30% dos
novos medicamentos e vacinas aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration)
(Jin & Wong, 2014). Atualmente, existem diversos estudos sobre reposicionamento de
farmacos aprovados pelo FDA para a leishmaniose cuténea e visceral, como 0s
antifangicos, anticancer, antiparasitarios, anti-hipertensivos e antidepressivos (Revisado
por Andrade-Neto et al., 2018).

A imipramina, um antidepressivo amplamente utilizado na clinica, possui
mecanismo de ac¢ao no sistema nervoso central, inibindo a serotonina e a recaptacdo de
noradrenalina (Obonaga et al., 2014). A atividade leishmanicida da imipramina foi
primeiro demonstrada em promastigotas e amastigotas de L. major e L. donovani, com
reducdo da carga parasitaria em hamsters com LV (Zilberstein et al., 1984). O efeito
desse composto na biossintese de esterdis de L. amazonensis foi relatado, assim como
um aumento da sua atividade leishmanicida quando combinada ao miconazol, um
conhecido inibidor desta via (Andrade-Neto et al., 2016).

Outra caracteristica importante da imipramina é o seu efeito em
metiltransferases, ja descrita como inibidora da atividade da catecol-O-metiltransferase

e da DNA metiltransferase (Fisar et al., 2005; Zimmerman et al., 2012). Dessa forma,
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avaliamos a atividade leishmanicida da imipramina em promastigotas de L.
amazonensis e L. infantum que superexpressam a ERG6.

Parasitos que superexpressam 0 alvo estudado e se tornam resistentes a
determinadas substancias indicam a possibilidade de atuacdo do farmaco no alvo,
comprovando o mecanismo de acdo. No entanto, em relagdo a imipramina, ndo foram
observadas diferencas significativas nos valores de ICso (Tabela 1 e Tabela 2) entre os
parasitos de L. amazonensis e L. infantum transfectados com a ERG6 (Laerg6™®" e
Lierg6"9") e os grupos controles (La + pSP72aNEOQa e Li + pSP72aNEO). Ou seja, 0s
parasitos recombinantes que superexpressam a ERG6 ndo se tornaram resistentes a essa
substancia, indicando que a imipramina provavelmente ndo apresenta atividade
inibitéria especifica sobre esse grupo de metiltransferases.

Derivados dos isoflavonoides, os pterocarpanos e seus analogos sintéticos séo
uma fonte importante de produtos antineoplasicos e alguns desses compostos tém sido
usados na clinica com atividade contra celulas cancerigenas e parasitarias (Chen et al.,
2009; Wolkenberg et al., 2002).

Em relacdo as leishmanioses, um derivado dos pterocarpanos se demonstrou
eficiente no tratamento da leishmaniose cutanea via oral (da Cunha-Junior et al., 2011).
Esse mesmo composto foi capaz de induzir apoptose em L. braziliensis e controlar
lesbes em hamsters infectados (Costa et al., 2014). Recentemente, analises toxicologicas
in vivo do pterocarpano da série LQB (LQB118) ndo demonstraram mudangas nos
parametros clinicos, bioquimicos e hematolégicos do hospedeiro. Histologicamente, ndo
houve alteracdo nos 6rgaos, com excecao do figado que apresentou pontos de necrose
com infiltracdo leucocitica (da Cunha-Janior et al., 2016). Esses dados mostram que
substancias derivadas dos pterocarpanos se comportam como promissores candidatos a
farmacos voltados para o tratamento oral da leishmaniose.

Pterocarpanos quando possuem pelo menos um atomo de nitrogénio em seu
nucleo tetraciclico sdo chamados de azapterocarpanos. A atividade leishmanicida desses
compostos foi descrita inicialmente por Buarque et al., 2011 contra amastigotas de L.
amazonensis. No entanto, ndo existem relatos na literatura acerca do mecanismo de acdo
dessas substancias. Neste trabalho, avaliamos a atividade antipromastigota de uma série
de derivados azapterocarpanos da série LQB buscando comprovar 0 mecanismo de acao
dessas substancias sobre um alvo seletivo nos parasitos de Leishmania spp.

Os resultados de atividade antipromastigota dos azapterocarpanos (Tabela 1 e

Tabela 2) demonstraram que 0s parasitos que superexpressam a ERG6 se tornaram

54



menos sensiveis a alguns compostos quando comparados com 0s grupos controles.
Promastigotas de Laerg6™®" se tornaram menos sensiveis & LQB 333, 336, 339 e 343
em compara¢do com o0 grupo controle, com destaque para LQB 333 e LQB 336. Em
relacdo as promastigotas de L. infantum superexpressando o alvo estudado (Lierg6™"),
essa cepa teve sua sensibilidade reduzida quando tratada com LQB 339, 341 e 343.
Esses dados indicam a possibilidade de atividade inibitéria destes derivados contra a
ERGS6.

Como perspectiva para esse trabalho, os lipideos serdo extraidos e o contetdo de
esterdis avaliado por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massa
(GC/MS). A existéncia de uma atividade especifica dessas subtancias sobre a via de
biossintese dos esterdis serd comprovada pelo acimulo de esterdis intermediarios da via
com esqueleto colestano em sua estrutura.

Os azasterois tém sido estudados como os principais inibidores da ERG6 e foi
visto que a deplecdo completa de esterdis com estrutura ergostano leva ndo somente a
uma reducdo do crescimento parasitario, mas também a perda de viabilidade celular e a
efeitos ultraestruturais, como alteragdes na membrana mitocondrial interna, na matriz
mitocondrial e na bolsa flagelar (Magaraci et al., 2003).

Os efeitos antiproliferativos dos azasterdis causados pelo 22,26-azasterol foram
relatados sobre promastigotas e amastigotas de L. amazonensis quando incubadas com
100 nM da substancia estudada, causando lise celular ap6s 72h (promastigotas) e 120h
(amastigotas). Além disso, a incubacdo dos parasitos com esse azasterol levou a
deplecdo completa dos esterois endogenos dos protozoarios (episterol) e a substituicdo
por esterdis de esqueleto colestano em sua estrutura. Quando os parasitos foram
incubados com o 22,26-azasterol e cetoconazol, um conhecido inibidor da enzima
esterol C14 desmetilase, houve acumulo de zimosterol, indicando a possivel atividade
inibitéria especifica do azasterol sobre a enzima esterol 24-C-metiltransferase
(Rodrigues et al., 2002).

No entanto, posteriormente foi relatado que promastigotas de L. major
superexpressando a ERG6 ndo se tornaram resistentes ao 22,26-azasterol, sugerindo a
existéncia de um mecanismo de acdo adicional dessa classe de inibidores que ndo seja a
atividade especifica contra a ERG6 (Jiménez-Jiménez, 2008). Dentro dessa perspectiva,
estudos adicionais precisam ser realizados para a compreensao acerca da atividade e
seletividade dos azasterois, reforcando a necessidade da busca por um inibidor seletivo

para o alvo estudado.
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Azasterdis que possuem nitrogénio em sua estrutura, mas ndo apresentam uma
hidroxila no C-3 de seu nucleo esteroidal sdo chamados de azasteroides. Alguns
derivados desse grupo foram sintetizados e relatados como potenciais inibidores
competitivos, ndo competitivos ou irreversiveis da enzima 5a-redutase de humanos,
como os 6-azasteroides e 11-azasteroides. (Richa et al., 2018; Wilson, 1989; Ibrahim-
Ouali & Rocheblave, 2008).

N&o ha relatos na literatura a respeito da atividade leishmanicida dos
azasteroides. No entanto, esses compostos apresentam similaridade estrutural com o
nlcleo esteroidal do ergosterol. Assim, avaliamos neste trabalho a possivel atividade
inibitéria especifica de um conjunto de derivados de azasteroides ja sintetizados (Richa
et al., 2018) sobre a ERG6.

A atividade leishmanicida antipromastigota e antiamastigota de derivados de
azasteroides da série ND foi avaliada sobre cepas transfectadas ou ndo com o gene da
ERG6. As substancias ND-3 e ND-4 foram as mais potentes contra promastigotas de L.
amazonensis e L. infantum, porém apresentaram valores muito baixos de citotoxicidade
contra macréfagos murinos, e por isso suas atividades antiamastigota, forma encontrada
no hospedeiro vertebrado, ndo foi avaliada.

Os cinco derivados analisados apresentaram atividade leishmanicida contra L.
amazonensis e L. infantum. Tanto as formas promastigotas de Lierg6™®" quanto as
amastigotas quando incubadas com ND-1 e ND-2 apresentaram valores de 1Cs0 maiores
comparando com o0s grupos controles. Esses resultados indicam uma possivel atividade
especifica dessas substancias sobre a enzima alvo deste estudo, e ensaios de analise do
perfil de esterdis precisam ser realizados para elucidar essas questdes sobre a
seletividade dos azasteroides. Quando incubados com os farmacos testados, espera-se
que haja um acumulo de intermediarios da via de biossintese de esterdis com esqueleto
colestano em sua estrutura, comprovando o mecanismo de acdo destas substancias sobre
a ERG6.

Apesar das formas promastigotas de Laerg6™®" ndo se tornarem menos sensiveis
as substancias estudadas, houve uma diferenca nos valores de ICso entre a atividade
amastigota contra Laerg6"®" e o grupo controle, ou seja, as formas amastigotas que
superexpressam a enzima tiveram sua sensibilidade reduzida ao ND-1 e ND-2,
sugerindo a existéncia de diferencas do contetdo esteroidal e do papel de cada esterol
entre as duas formas evolutivas de Leishmania spp.. Esses dados séo interessantes visto

gue as amastigotas séo a forma infectante do hospedeiro vertebrado.
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Dados na literatura relacionados a andlise dos lipideos envolvidos no processo
de transformacdo de promastigota para amastigota em L. donovani mostram que, apos a
purificacdo de amastigotas extraidas de macr6fagos em uma infeccdo in vitro, houve um
aumento de esterdis com esqueleto colestano (colesterol) e diminuicdo dos niveis de
ergosterol durante a transicdo das formas evolutivas (Messaoud et al., 2017). Assim, é
importante investigar a interagdo parasito-hospedeiro, a fim de elucidar as questdes
sobre o colesterol da célula hospedeira e o ergosterol dos parasitos, além do papel do
colesterol tanto no processo de transformagdo promastigota-amastigota quanto no
metabolismo de esterois de Leishmania spp.

Neste trabalho, foi realizada uma pequena triagem de possiveis candidatos a
inibidores da ERG6. Assim, os dados apresentados apontam os azasteroides ND-1 e
ND-2 como derivados esteroidais com possivel atividade especifica sobre uma enzima
exclusiva da via de biossintese de esterois de Leishmania spp., além de estabelecer os
azasteroides como um novo grupo de promissores candidatos a farmacos voltados para
o tratamento das leishmanioses. Essas observacdes sugerem a necessidade de ensaios de
atividade antiparasitaria in vivo assim como a investigacdo do conteudo de esterois dos
parasitos por GC-MS, visando a confirmacdo dos azasteroides como potentes agentes
antileishmaniais e de seu mecanismo de acdo sobre a enzima esterol 24-C-
metiltransferase (ERG6).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os azapterocarpanos da série LQB e os azasteroides da série ND mostraram ser
possiveis inibidores especificos da enzima ERG6 de Leishmania spp. e promissores
candidatos a farmacos para o tratamento da leishmaniose. Os parasitos Liergs"®" e
Laerg6™®" se mostraram boas ferramentas para a prospeccdo de candidatos a farmacos
leishmanicidas, bem como para o estudo do mecanismo de acdo. Em adigdo, nossos
dados indicam uma diferenca entre promastigotas e amastigotas intracelulares de L.
amazonensis em relacdo a susceptilidade a inibicdo da ERG6, sugerindo que 0s esterois
desempenhem papéis diferentes em cada forma evolutiva do parasito.

Em conjunto, esses achados ajudam a entender um pouco mais a biologia do
parasito e a funcdo da ERG6 em diferentes formas evolutivas abrindo, assim, novas

oportunidades para a quimioterapia da leishmaniose.
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