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RESUMO

Reposicionamento de farmacos para o tratamento das leishmanioses:

identificagcao de novos alvos moleculares.
Espécies pertencentes ao género Leishmania sdo agentes etioldgicos das leishmanioses,
um grupo de doencas que possuem grande impacto e distribuicdo mundial e sao
consideradas doengas reemergentes e negligenciadas pela Organizagdo Mundial de Saude.
O arsenal terapéutico disponivel para o tratamento dessas doencgas € limitado, contando
com apenas um farmaco com atividade por via oral, a miltefosina, que nao ¢é licenciada no
Brasil para o tratamento em humanos. Os farmacos tradicionais, como os antimoniais
pentavalentes, anfotericina B e petamidina provocam diversos efeitos colaterais, possuem
alta toxicidade, alto custo, além de crescentes casos de resisténcia. A inovacao radical no
desenvolvimento de farmacos € um processo que consome muito tempo e requer grande
investimento financeiro e de recursos humanos. O reposicionamento de farmacos € uma
abordagem que pode ser Uutil, pois essa estratégia oferece a vantagem de trabalhar com
compostos comprovadamente seguros, possuem um perfil farmacolégico favoravel em
humanos e tem determinadas atividades bioldgicas ja descritas. Enzimas do complexo
citocromo P450 (P450) sdo a uma superfamilia de proteinas encontradas em todos os seres
vivos, com papel importante no metabolismo de xenobibticos, além de participarem em
diversas vias metabdlicas, como a biossintese de esterdis e acidos graxos, entre outras.
Diversos trabalhos ja vém sugerindo a inibicdo da CYP51 (esterol C14-desmetilase) de
Leishmania spp. como um possivel alvo para a quimioterapia das leishmanioses. Desta
forma, neste trabalho analisamos o genoma de L. infantum em busca de enzimas P450 que
ainda ndo tenham sido descritas e que sejam similares as enzimas P450 humanas. Foi
realizada a busca no genoma do parasito por sequéncias similares a enzimas P450
humanas e foram selecionados 4 hits estatisticamente significativos. Analises de busca in
silico de motivos caracteristicos da superfamilia P450 revelaram que os hits selecionados
possuem assinaturas especificas de enzimas P450, assim como atividades biolégicas
ligadas a fungdo de oxidagdo-redugdo. A identificagdo e localizagdo desses motivos e
predicdo de estruturas secundarias dos hits revelaram a co-localizagdo dos motivos dentro
das 4 sequéncias e também a conservagao das estruturas secundarias a-hélice e p-folha.
Dados in silico de expressdo de mMRNA e expressdo proteica desses hits, assim como
ensaios experimentais de expressdo de mRNA demonstraram que estas sequéncias podem
ser potencialmente expressas em proteinas. Esses resultados mostraram que as
sequéncias P450 putativas de L. infantum possuem potencial para serem classificadas na
superfamilia de enzimas P450 e para serem candidatos a alvos para o reposicionamento
para o tratamento das leishmanioses.
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ABSTRACT

Drug repurposing for leishmaniasis treatment: identification of new molecular
targets.

Species belonging to the genus Leishmania are etiological agents of leishmaniasis, a group
of diseases that have great impact and worldwide distribution and are considered reemerging
diseases and neglected by the World Health Organization (WHO). The therapeutic arsenal
available for the treatment of these diseases is limited, with only one drug active by oral
route, the miltefosine, which is not certified for human use in Brasil. The traditional drugs
such as pentavalent antimonials, amphotericin B and pentamidine cause many side effects,
have high toxicity, high cost, and increasing cases of resistance. Radical innovation in drug
development is a time-consuming process that requires a large financial and human
resource investment. Drug repurposing is a useful approach because this strategy offers the
advantage of working with proven safe compounds, has a favorable pharmacological profile
in humans, and has certain biological activities already described. Enzymes of the
cytochrome P450 complex (P450) are a superfamily of proteins found in all living beings, with
an important role in xenobiotic metabolism, and participate in many metabolic pathways,
such as sterol and fatty acid biosynthesis, among others. Several works have already
suggested inhibiting CYP51 (sterol C14-demethylase) from Leishmania spp. as a possible
target for leishmaniasis chemotherapy. Thus, in this work we analyze the L. infantum
genome for search P450 enzymes that have not yet been described and which are
homologous to human P450 enzymes. The parasite genome was searched for human P450
enzymes homologous sequences and and 4 statistically significant hits were selected. In
silico search analyzes of motifs characteristic of the P450 superfamily revealed that the
selected hits have specific signatures of P450 enzymes, as well as biological activities linked
to the oxidation-reduction function. The identification and location of these motifs and
prediction of secondary structures of the hits revealed the co-localization of the motifs within
the 4 sequences and also the conservation of the secondary structures a-helix and B-leaf. In
silico data of mMRNA expression and protein expression of these hits, as well as experimental
MRNA expression assays demonstrated that these sequences can potentially be expressed
in proteins. These results showed that the putative P450 sequences of L. infantum have the
potential to be classified in the superfamily of P450 enzymes and to be candidates for targets
for repositioning for the treatment of leishmaniasis.
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1. Introducgao

1.1. As leishmanioses

As leishmanioses sao um conjunto de zoonoses classificadas pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTNs), termo que tem sido utilizado para se referir a um conjunto de doencgas
causadas por agentes infecciosos e parasitarios, com prevaléncia maior em
populacdes de baixa renda, localizadas, sobretudo na Africa, Asia e Américas, e que
denotam baixo interesse da industria farmacéutica, pelo seu reduzido potencial de
retorno lucrativo, assim como investimentos reduzidos no financiamento para
desenvolvimento em pesquisas (Souza, 2010).

Atualmente, sdo consideradas doengas reemergentes, devido a uma
mudanca no comportamento epidemioldgico, ou seja, que rapidamente aumentou
sua incidéncia nos ultimos anos e ampliou sua distribuicdo geografica (Boulos,
2001), e, segundo a OMS, sao endémicas em 149 paises, acometendo mais de um

bilhao de pessoas no mundo.

1.2. Agente etiolégico

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios pertencentes a classe
Kinetoplastea, familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Sao organismos
eucariotos unicelulares caracterizados por possuirem dois compartimentos distintos
de armazenamento das suas informagdes genéticas: no nucleo, cujo DNA gendmico
nuclear é responsavel pelas informacdes basicas de manutencdo do organismo, e
em uma unica mitocéndria contendo uma estrutura chamada cinetoplasto, composta
por maxicirculos e minicirculos que armazenam o kKDNA, responsavel por regular
parte das informagdes necessarias para o funcionamento mitocondrial (Floeter-
Winter & Cruz, 2011). Sao parasitos digenéticos, ou seja, s6 completam o seu ciclo
evolutivo passando pelo menos em dois hospedeiros. Assim, possuem duas formas
biolégicas distintas (Fig. 1.1): a forma promastigota, extracelular, encontrada no tubo
digestivo do hospedeiro invertebrado, caracterizada pela morfologia alongada,
nucleo arredondado ou oval localizado na regido mediana, com flagelo aparente

emergindo da bolsa flagelar localizada na regidao anterior do parasito, formada por



uma invaginagdo da membrana plasmatica, que auxilia na sua movimentagcdo e a
fixar-se no epitélio intestinal do inseto vetor; e a forma amastigota, intracelular,
encontrada dentro das células do sistema fagocitario do hospedeiro vertebrado, com
morfologia ovoide ou esférica e flagelo curto e interiorizado na bolsa flagelar, nucleo
arredondado, ocupando cerca de um terco do parasito. Nessa forma, cinetoplasto
possui forma de bastdo e fica localizado entre o nucleo e a base do flagelo (Rey,
2008). Além das organelas e estruturas tipicas das células eucariotas como reticulo
endoplasmatico, complexo de golgi, citoesqueleto, mitocéndria e nucleo, as formas
promastigotas apresentam organelas que podem ser exclusivas da Familia
Trypanosomatidae como o glicossomo, organela que possui enzimas glicoliticas e
estda associada, entre outras fungbes, ao metabolismo e armazenamento de
glicogénio (Parsons et al.,, 2001), o acidocalcissomo, organela de pH acido
responsavel principalmente pelo armazenamento de Ca2*: importante molécula
ligada a regulagédo da sinalizagdo celular, assim como essencial na motilidade e
divisdo celular do parasito (Ramakrishnan & Docampo, 2018) e os microtubulos
subpericulares, principal componente do citoesqueleto dos tripanossomatideos e
estdo distribuidos por todo corpo celular, com excegéo da regido da bolsa flagelar
(Teixeira et al., 2013).
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Figura 1.1. Morfologia das formas bioldgicas de espécies do género Leishmania. (A) forma
promastigota e (B) forma amastigota. (Fonte: Teixeira et al., 2013).



1.3. Classificagao taxonémica

A classificagcao atual para espécies de Leishmania é organizada baseada em
dados moleculares, dividindo-as em duas linhagens filogenéticas referidas como
sec¢des: Euleishmania e Paraleishmania. A primeira delas é composta por dois
subgéneros: subgénero Leishmania, que inclui quatro complexos principais de
espeécies: Leishmania donovani, Leishmania major, Leishmania mexicana e
Leishmania tropica; subgénero Viannia, compreendendo os complexos de espécies
Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis. Esses dois complexos possuem
distribuicdo geografica bem conhecidas. O subgénero Viannia é restrito aos trépicos
do Novo Mundo, enquanto o subgénero Leishmania ocorre tanto no Novo quanto no
Velho Mundo.

A secado Paraleishmania inclui as espécies Leishmania hertigi, Leishmania
deanei, Leishmania herreri, Leishmania equatorensis e Leishmania colombiensis
bem como o antigo género Endotrypanum. Deste grupo, apenas L. colombiensis foi
caracterizado como sendo patogénico para os seres humanos.

Existem 53 espécies descritas (excluindo espécies sinonimias
caracterizadas por ensaios moleculares e incluindo todos os subgéneros e
complexos), sendo 29 espécies presentes no Velho Mundo, 20 espécies no Novo
Mundo, 3 espécies presentes em ambos (L. siamensis, L. martiniquensis e L.
infantum) e uma espécie encontrada na Australia. Entre estas reconhecidas, 20
espécies sdo conhecidas por serem patogénicas aos seres humanos (Akhoundi et
al.,2016; Akhoundi et al.,2017).

1.4. Ciclo biolégico

Os parasitos de Leishmania possuem seu ciclo biolégico heteroxénico, ou
seja, realizam seu ciclo em dois tipos de hospedeiros: um invertebrado e outro
vertebrado. Os hospedeiros invertebrados sao insetos vetores do género
Phlebotomus Loew (1845), no Velho Mundo e Lutzomia Franga (1924), no Novo
Mundo. Ambos o0s géneros pertencem a familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae, sendo denominados flebotomineos. Ja os hospedeiros vertebrados
podem ser pequenos mamiferos roedores, gambas e caes, que atuam como

reservatorios silvestres e domésticos, e o homem.



O ciclo se inicia quando o hospedeiro invertebrado, flebotomineo fémea
infectada, realiza o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado e assim ocorre a
inoculagdo de promastigotas metaciclicas, forma infecciosa do parasito. Células
fagociticas do sistema imunolégico do hospedeiro vertebrado, principalmente
macrofagos teciduais e neutrofilos, fagocitam as promastigotas, ocorrendo a
diferenciagcdo em amastigotas. Esta forma divide-se intensamente por fissdo binaria
dentro de um vacuolo parasitéforo, podendo ocasionar a lise dessa célula infectada
e liberacao do parasito, disseminando a infeccao quando fagocitados novamente por
outras células. Eventualmente, um flebotomineo n&o infectado realiza um repasto
sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado, e dentro do intestino do inseto as
amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas e posteriormente nas
formas metaciclicas infectantes novamente, fechando o ciclo (Fig. 1.2) (Teixeira et
al., 2013).
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Figura 1.2. Esquema do ciclo biolégico dos parasitos do género Leishmania (Fonte:
http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295 A caminho_da_cura_da_leishmaniose_visce
ral_canina.html).



1.5. Manifestagoes clinicas

Espécies distintas de Leishmania causam diferentes manifestagdes clinicas
da doenca. O resultado dessas manifestacdes varia de acordo com caracteristicas
do parasito, biologia do vetor e fatores do hospedeiro, com as respostas imunes
sendo as mais determinantes como fator do hospedeiro. As infeccbes por
Leishmania dividem-se em duas formas clinicas principais: 1) a leishmaniose
tegumentar, que se subdivide em: cutanea localizada (LCL), cutdnea disseminada
(LD), cutanea difusa (LCD), mucocutanea ou mucosa (LM) e leishmaniose dérmica
pos-calazar (LDPC); 2) e a leishmaniose visceral (LV) (Torres-Guerrero et al., 2017,
Burza et al., 2018).

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) € a mais prevalente manifestacao
clinica das leishmanioses. Caracteriza-se um por Unica lesdo ou um pequeno
numero de lesdes ulceradas, com as bordas elevadas, abertas, o que facilita a
infeccdo secundaria por bactérias ou fungos. Geralmente sdo lesées préximas ao
sitio de inoculacdo do flebotomineo (Barral et al., 1995). As principais espécies
causadoras da LCL s&o L. (L.) major, L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (V.)
braziliensis, L. (L.) tropica, L. (L.) aethiopica, L. (V.) panamensis, e até mesmo
espécies consideradas viscerotropicas, ou seja, que tenham tropismo por 6rgaos
internos, como L. (L.) infantum (Oliveira Neto et al., 1986) e L. (L.) donovani
(Karunaweera et al., 2003) j& demonstraram causar esse tipo de manifestagéo
clinica (Grimaldi et al., 1989; Pearson & Souza, 1996).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) € uma forma rara da doenga e
caracteriza-se pelo aparecimento de multiplas lesbes, distantes do sitio de
inoculacdo, porém sem tendéncia a ulceragéo, sendo papulosas ou nodulares, ricas
em formas amastigotas, localizadas geralmente em areas expostas, como face,
membros superiores e inferiores (Azeredo-Coutinho & Mendonga, 2014). As
principais espécies causadoras dessa manifestacéo sao L. (L.) amazonensis (Barral
et al., 1991), L. (L.) mexicana (Velasco et al., 1989), L. (L) pifanoi (Convit et al.,
1972), L. (L.) aethiopica (Akuffo et al., 1997) e L. (L.) major (Develoux et al., 1996).

A leishmaniose cutdnea disseminada (LD) é descrita como uma forma
emergente de infeccdo por L. braziliensis, identificada por suas caracteristicas

Unicas: inicia-se por uma lesdo unica, geralmente nas extremidades, seguida de



disseminacéao pelo corpo todo e com alta frequéncia de envolvimento das mucosas,
através da metastase por corrente sanguinea. E a forma clinica que apresenta
lesdes numerosas, pleomorficas, podendo apresentar-se de forma acneiformes,
papulosas, nodulares e/ou ulceradas. As principais espécies que podem causar essa
manifestacao séo L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) guyanensis, e L. (L.)
amazonensis (Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002; Couppie et al., 2004;
Hashiguchi et al., 2016).

Na maioria das vezes, a leishmaniose mucosa € resultante de uma lesao
cutanea curada na auséncia de tratamento ou tratada de forma inadequada e se
manifesta posteriormente nas mucosas (Goto & Lindoso, 2010). A leishmaniose
mucosa € uma das formas mais graves da leishmaniose tegumentar. Acomete
principalmente a mucosa das vias aéreas superiores, levando a lesdes destrutivas
as mucosas de nariz, boca, faringe e laringe (Pearson & Souza, 1996). Pode ocorrer
apos complicagdes da LCL causada por espécies de Leishmania do subgénero
Viannia. Também pode ocorrer meses a anos apos a resolucéo das lesdes cutaneas
localizadas primarias, sugerindo persisténcia latente do parasito no organismo do
paciente (Jones et al., 1987; Machado-Coelho et al., 2005). Quando a LM progride
sem tratamento adequado, ela pode levar a desfiguragéo pela extensa destruigdo do
tecido, evoluindo para a morte por complicacbes como: desnutricdo, obstrucdo das
vias aéreas e insuficiéncia respiratoria (Ridley et al., 1989). Pode ser causada
principalmente pelas espécies L. (V.) braziliensis (Costa et al., 1986), L. (V.)
panamanensis (Osorio et al., 1998), L. (V.) guyanensis (Santrich et al., 1990) e,
raramente, por L. (L.) amazonensis (Costa et al., 1986; Lucas et al., 1998).

Por fim, dentro do grupo das leishmanioses tegumentares esta a leishmaniose
dérmica pos calazar (LDPC), e constitui uma forma mais rara da doenca.
Caracteriza-se por uma complicagcao da leishmaniose visceral causada pela espécie
L. (L.) donovani, ocorrendo principalmente no leste da Africa (Suddo, Etidpia,
Quénia) e no subcontinente indiano (india, Bangladesh, Nepal) ou seguinte &
resolugdo de uma infecgédo visceral. As lesbes aparecem em qualquer parte do
corpo, mas geralmente ocorrem na regido do rosto. (Ready, 2014). Essa forma
clinica é bastante prevalente em pacientes HIV-positivos. Casos de relatos de LDPC

devido a outras espécies de Leishmania viscerotropicas como L. (L.) infantum sao



escassos. Alguns casos de lesdes cutdneas ndo ulceradas causadas por infecgao
por L. (L.) infantum foram relatados, mas estes foram classificados em um estado da
doenca diferente de LDPC (Scorza et al., 2017).

A leishmaniose visceral (LV) constitui a forma mais grave da doenca, levando
muito comumente os pacientes ao 6bito se ndo diagnosticados e tratados, com uma
taxa de obito de 75% a 95% (Ready, 2014). Duas espécies principais causam a
leishmaniose visceral: L. (L.) donovani e L. (L.) infantum, que acometem &rgaos
como baco, figado, linfonodos e medula éssea. O inicio da doenga pode ser agudo
ou de incidéncia tardia, com periodo de incubagao entre 2 semanas e 18 meses,
mas os sintomas da LV podem levar anos para aparecer (Ready, 2014). Febre
irregular persistente e esplenomegalia caracterizam essa forma clinica. Tardiamente,
os pacientes apresentam sintomas como pancitopenia, hepatomegalia,
hipergamaglobulinemia, perda de peso e imunossupresséao, tornando-os suscetiveis
a infeccdes secundarias. O virus HIV e parasitos de Leishmania partilham um
mecanismo comum de imunopatologia envolvendo macrofagos e células dendriticas,
resultando na progressao acelerada de ambas doengas devido a maior replicagao

dos parasitos. (Boaelaert et al., 2018).

1.6. Epidemiologia

As leishmanioses sao doenca que afetam principalmente pessoas pobres na
Africa, Asia e América Latina, e estd associada principalmente & desnutricdo,
deslocamento da populacdo, moradia precaria, defici€ncia imunolégica e falta de
recursos. Dos 200 paises e territérios que reportam a Organizagdao Mundial de
Saude, 97 foram reportados endémicos para leishmaniose em 2017. Isso inclui 65
paises que sado endémicos tanto para leishmaniose visceral (LV) como para
leishmaniose tegumentar (LT), 10 paises que sdo endémicos apenas para LV e 22
paises que sdo endémicos apenas para LT (WHO, 2017).

E uma doenca amplamente predominante em paises de climas tropical,
subtropical e temperado, e cerca de 350 milhdes de pessoas estdo sob risco de
contaminagdo. Estima-se que 12 milhdes pacientes sofram de leishmaniose
(Georgiadou et al., 2015). Os ultimos dados epidemiolégicos demonstrados pela

OMS apresentam 22.145 mil novos casos de leishmanioses reportados no mundo



em 2017: 94% deles ocorreram em 7 paises — Brasil, Etiépia, india, Quénia,
Somalia, Sud&o do Sul e Sudao (WHO, 2017).

No que se refere a leishmaniose tegumentar, cerca de 95% dos casos
autoctones (nativos do local) ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no
Oriente Médio e na Asia Central (Fig. 1.3). Mais de 95% dos novos casos de LT
ocorreram em seis paises em 2017: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ir3,
Iraque e Republica Arabe da Siria. Estima-se que entre 600 mil e 1 milhdo de novos
casos ocorram em todo o mundo anualmente (WHO, 2019). Em 2016, 20 paises
relataram casos importados de LT, totalizando um numero de 1695 casos nédo
autoctones reportados (WHO, 2017).
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Figura 1.3. Distribuicdo mundial da leishmaniose tegumentar em 2016. Adaptado de OMS,
2016. (Fonte:
https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of endemicity_of CL_worldwide_2016_wit
h_imported_cases.pdf?ua=1)

No Brasil, a leishmaniose tegumentar (LT) apresenta ampla distribuigdo, com
registro de casos em todas as regides brasileiras (Fig. 1.4). Na década de 1980,

foram registrados casos de LT em 19 estados do pais; em 2003, havia casos

autoctones registrados em todas as 27 Unidades Federativas, evidenciando a
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expansao da doenca pelo pais (Brasil, 2017). A Figura 1.4 mostra um mapa da
distribuicdo da leishmaniose tegumentar por estado no Brasil em 2015, com a
maioria dos casos ocorrendo na regido Norte e nos estados de Mato Grosso,
Maranhdo, Bahia e Minas Gerais. Em 2017, 17.528 novos casos de LT foram
registrados no pais, sendo 4,7% sendo da forma clinica mucosa e com um
coeficiente de detecgao de 8,44 por 100 mil habitantes. A regido Norte concentrou o
maior percentual de casos: 44,7%. A Figura 1.5 mostra um grafico dos casos de
leishmaniose tegumentar por regiao brasileira, de 2010 a 2017, confirmando a

prevaléncia dos casos da doenga na regiao Norte (Ministério da Saude, 2019).

Fomte: SVS/MS. \ﬁ’

Figura 1.4. Casos de leishmaniose tegumentar por Unidade Federativa no Brasil em 2015.
(Fonte: SVS/MS — Ministério da Saude 2019).
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Figura 1.5. Casos de leishmaniose tegumentar por regides brasileiras de 2010 a 2017.
Fonte: SVS/MS — Ministério da Saude 2019).

Com relagao a leishmaniose visceral, a maioria dos casos ocorrem no Brasil,
na Africa Oriental e no Sudeste Asiatico (Fig. 1.6). Estima-se que 50 mil a 90 mil
novos casos de LV ocorram em todo o mundo a cada ano, dos quais apenas cerca
de 25-45% sao relatados a OMS (WHO, 2016). Em 2017, mais de 95% dos novos
casos notificados ocorreram em 10 paises: Bangladesh, Brasil, China, Etidpia, india,
Quénia, Nepal, Somalia, Sudao do Sul e Sudao (WHO, 2019). Em 2016, 10 paises
relataram casos importados de LV, totalizando um numero de 120 casos nédo

autoctones reportados (WHO, 2017).
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Figura 1.6. Distribuicdo mundial da leishmaniose visceral em 2016. Adaptado de OMS,
2016.
(Fonte:https://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of _endemicity_of VL_worldwide_20
16_with_imported_casxes.pdf?ua=1)

Inicialmente, no Brasil, a leishmaniose visceral (LV) era limitada a areas
rurais e pequenas localidades urbanas. Na década de 1990, 90% dos casos foram
registrados na regido Nordeste. Atualmente, esta distribuida em 23 estados,
atingindo as 5 regides do pais (Fig. 1.7) (Brasil, 2016). Os ultimos dados
epidemiolégicos sobre LV do pais sdo de 2017, quando foram registrados 4.103
casos de LV, com 7,8% dos casos de coinfeccao Leishmania/HIV. O numero de
incidéncia de casos de LV no pais nesse ano foi de 1,98 casos a cada 100mil
habitantes, com indice de letalidade de 8,8%. Diferente da LT, a regido Nordeste
concentrou o maior numero de casos de LV (44,5%). Essa prevaléncia na regiao
Nordeste € mostrada na Figura 1.8, no grafico que demonstra os casos de
leishmaniose visceral por regides brasileiras de 2008 a 2017 (Ministério da Saude,
2017).
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Figura 1.7. Casos de leishmaniose visceral por Unidade Federativa no Brasil em 2015.
(Fonte: SVS/MS — Ministério da Saude 2017).

12



2.500 -

2.000 -

1.500

N° de casos

1.000

500 - \/
m

D T E o T 3 T - . - = - - i —
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Ano
| e N 0t Mordeste Sudeste = Ceniro Oeste i Sl
Fonte: SWSMS.

Figura 1.8. Casos de leishmaniose visceral por regides brasileiras de 2008 a 2017. Fonte:
SVS/MS — Ministério da Saude 2017).

1.7. Tratamento das leishmanioses

A quimioterapia atual das leishmanioses €& baseada nos antimoniais
pentavalentes, farmacos de primeira escolha. Além dos antimoniais, outros farmacos
tém sido utilizados, considerados de segunda escolha, como anfotericina B,
pentamidina, miltefosina e paromomicina (Uliana et al., 2018).

Apods observar o efeito do antiménio trivalente (tartaro emético) em outros
parasitos, Gaspar Vianna em 1912 decidiu testar a eficacia desse composto para o
tratamento de casos de leishmaniose cutanea diagnosticados em Sao Paulo
fundando, assim, a base da quimioterapia da leishmaniose utilizada até hoje
(Vianna, 1912). Porém, o antimbnio trivalente possuia elevada toxicidade. O
desenvolvimento, entdo, dos antimoniais pentavalentes permitiu uma redugédo na
toxicidade do tratamento (Frézard et al, 2009). As formulagdes atuais dos
antimoniais pentavalentes comercialmente disponiveis sdo o estibogluconato de
sédio (Pentostam®) e o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®), e tém sido

administrados por mais de 75 anos para o tratamento das leishmanioses (Sundar &
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Chakravarty, 2015). Esses farmacos sao licenciados no Sudeste da Asia, América
Latina e alguns paises do Mediterraneo e da Africa (DNDi, 2019).

O aumento do numero de falhas terapéuticas dos antimoniais, devido ao
surgimento de resisténcia aos medicamentos, além da alta toxicidade e presencga de
varios efeitos colaterais, tém dificultado o uso de antimoniais atualmente (Chavez-
Fumagalli et al., 2015). Como um dos farmacos de segunda escolha, a anfotericina
B, um antifungico da classe dos polienos, tem sido utilizada como uma alternativa
para o tratamento das leishmanioses, registrada para uso em paises do sul da Asia
e alguns paises da Africa e América Latina (DNDi, 2019). Porém, devido ao seu alto
custo e graves efeitos colaterais, esse farmaco deixou de ser amplamente utilizado.
O desenvolvimento de uma formulagao lipossomal da anfotericina B tornou-a menos
téxica e mais eficaz, apesar do alto custo, sendo a formulagcdo mais utilizada no
tratamento da leishmaniose visceral (Chavez-Fumagalli et al., 2015). Esta
formulacdo esta licenciada para uso na india, EUA e Europa para tratamento da
forma visceral e é utilizada como droga de segunda linha para o tratamento da LV na
Africa Oriental e no Brasil (DNDi, 2019).

A pentamidina é outro farmaco utilizado de forma alternativa para o
tratamento da leishmaniose, nos casos de resisténcia ao antimonial (Kaur & Rajput,
2014). Esse farmaco é uma diamidina sintética e sua atividade antiprotozoaria foi
descoberta através da busca de farmacos hipoglicemiantes cujo mecanismo de agao
era o metabolismo energético (Neves et al., 2011). Entretanto, seus efeitos
colaterais, principalmente disturbios cardiotoxicos e metabdlicos (desenvolvimento
de diabetes, por exemplo), bem como os casos de baixa eficacia e resisténcia, ainda
nao tornaram a pentamidina uma boa opg¢ao para o tratamento das leishmanioses
(Uliana et al., 2018).

Desenvolvida inicialmente contra o cancer, a miltefosina € o Unico farmaco
atualmente administrado por via oral. Foi usada no tratamento da leishmaniose
visceral na india, com taxas de cura de cerca de 94% dos pacientes (Mohapatra,
2014). No entanto, apés uma década de uso no pais, foram descritos varios casos
de recidiva e diminui¢cdo da eficacia do tratamento (Sundar et al., 2012). Apesar da
vantagem de ser administrada por via oral, o uso de miltefosina também esta

associado a muitos efeitos colaterais, principalmente relacionados ao trato
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gastrintestinal e toxicidade hepatica, além do seu potencial teratogénico (Sundar &
Chakravarty, 2015).

A paromomicina foi usada pela primeira vez no tratamento da leishmaniose
em 2002 como sulfato de paromomicina. Antibiético aminoglicosideo de amplo
espectro, é utilizado no tratamento das duas formas da doenca, administradas de
forma parenteral para a leishmaniose visceral e parenteral e topica para a
leishmaniose cutanea. Entre as vantagens associadas ao uso da paromomicina
estido o baixo custo e a menor ocorréncia de efeitos colaterais. No entanto, existe
uma probabilidade de a paromomicina desenvolver resisténcia como monoterapia.
Embora nao descrito na clinica, ha relatos de resisténcia in vitro em L. donovani e L.
tropica (Mohapatra, 2014; Singh et al., 2012).

A combinacdo de farmacos para o tratamento das leishmanioses é uma
estratégia utilizada para combater a resisténcia do parasito desenvolvida pela
monoterapia. Além de diminuir a dose dos medicamentos administrados em
monoterapia, umas das principais estratégias para a reducdo da toxicidade dos
tratamentos monoterapicos, ha outras vantagens associadas a essa pratica como:
reducdo dos efeitos colaterais, a duragao do tratamento, o custo e a desisténcia do
tratamento pelos pacientes, visto que o tratamento atual é longo e necessita de
hospitalizagdo do paciente. A combinagdo de dois farmacos também aumenta a
atividade através do uso de compostos com atividade sinérgica ou aditiva e diminui o
risco de resisténcia aos medicamentos (Mohapatra, 2014). Estudos de combinagéao
em andamento usam os farmacos ja disponiveis na terapia das leishmanioses e
enfocam dois esquemas de combinacdo: o uso dos antimoniais pentavalentes e
paromomicina € a combinacdo da anfotericina B com a miltefosina. Ambas as
estratégias sdo amplamente utilizadas na Africa e na india, onde muitos casos de
resisténcia a antimoniais foram relatados. Embora a combinagdao de medicamentos
seja mais vantajosa em relacdo a monoterapia, ainda ndo € uma op¢ao abrangente
para o tratamento da doencga, visto que pacientes com coinfeccdo pelo HIV,
gestantes, pacientes com insuficiéncia renal e até pacientes com alto grau de
gravidade da doenga sao excluidos deste esquema terapéutico (Uliana et al., 2018).

Existem poucos medicamentos disponiveis e licenciados para o tratamento da

leishmaniose atualmente, frente a enorme quantidade de espécies patogénicas ao
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homem existentes e as diversas formas clinicas causadas pela doenca. Todos,
como apresentados acima, apresentam complicacdes relacionadas a resisténcia,
efeitos colaterais, falhas terapéuticas, alto custo, dificuldade na administracdo de
medicamentos e longa duragdo do tratamento. Devido a toda essa problematica, é
de suma importdncia a busca de novas alternativas para o tratamento da

leishmaniose, principalmente a forma visceral, a mais letal.

1.8. Desenvolvimento de novos farmacos

O processo de desenvolvimento de novos farmacos pode ocorrer através
de dois caminhos: a inovagao farmacéutica radical, que consiste no desenvolvimento
de uma molécula inédita como principio ativo de um novo medicamento a ser
patenteado; e as inovagbes farmacéuticas incrementais, que sao pautadas em
algumas estratégias, como uma pequena modificacdo na estrutura quimica de um
principio ativo ja conhecido, uma nova indicagdo de uso para uma entidade quimica
ja conhecida e novas associagdes de formulagdes ja utilizadas usualmente (Vieira &
Ohayon, 2006).

A inovacdo radical na industria farmacéutica possui custos elevados,
consome muito tempo e depende principalmente de etapas translacionais, que
tratam basicamente da transformacdo dos conhecimentos adquiridos na pesquisa
basica em um produto que possa ser administrado ao paciente. O maior desafio
dessa transposicdo € chamado de “vale da morte”, que é descrito como o “momento
critico entre o desenvolvimento precoce e tardio de novas terapias, diagndsticos e
dispositivos” (Liebhardt, 2019).

Todo o processo de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) farmacéutico radical
envolve diversas etapas — que podem durar de 10 a 17 anos: inicialmente existem
as etapas realizadas na pesquisa basica, com a finalidade de identificacdo de novos
compostos biologicamente ativos ou de compostos de origem natural e/ou novos
alvos, através do uso de ferramentas de bioinformatica para a realizagcdo e
otimizagcdo da pesquisa e triagem virtual. Apds a identificagdo, segue-se com os
ensaios testes de natureza pré-clinica em laboratérios de pesquisa basica, com a
realizacdo de ensaios in vitro e com o0 uso de animais e ensaios de natureza

toxicolégica e farmacoldgica, que podem demorar de 4 a 7 anos para serem
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finalizados. Ao final dessa fase, estima-se que a taxa de sucesso, ou seja, a
quantidade de moléculas candidatas que passam para o estagio posterior seja
menor que 1%. As moléculas seguem entdo para os testes clinicos com seres
humanos, divididos em trés fases, com o intuito de testar a seguranga e a eficacia do
farmaco a ser desenvolvido. A fase | corresponde aos testes de segurangca e
toleradncia de dose utilizando de 20-80 voluntarios saudaveis, com taxa de sucesso
estimada em 70%; a fase Il corresponde aos estudos de seguranga, eficacia e
tolerancia de efeitos colaterais em pequenos grupos de 100-300 voluntarios
pacientes, com taxa de sucesso de 50%; e a fase lll constitui testes mais longos,
tipicamente com uma faixa de 500 a 1000 pacientes, com o intuito de monitorar
reagdes adversas ao uso a longo prazo, com taxa de sucesso também de 50%.
Essas trés fases tém uma duragao de cerca de 4 a 7,5 anos. Se 0s ensaios clinicos
forem bem-sucedidos em termos de qualidade, segurancga e eficacia, chega a fase
de aprovagao governamental ou registro, onde um dossié de todo o estudo é
submetido a aprovacao das autoridades regulatorias, o que pode levar de 1 a 2 anos
de duragdo. E, por fim, uma fase de testes de fase IV, apds o langcamento do
produto, envolvendo milhares de pacientes, para identificar efeitos colaterais nao
previstos (Velloso, 2010).

No que se refere ao desenvolvimento de novos farmacos, o vale da morte é
representado principalmente pela dificuldade do desenvolvimento de estudos de
farmacocinética e toxicologia em modelos animais durante o desenvolvimento preé-
clinico e pelos ensaios clinicos, devido ao alto custo e risco, pois a medida que as
moléculas avangam pelas diferentes fases de desenvolvimento, os custos de
pesquisa aumentam significativamente. Estima-se que os custos de pesquisas de
fase Ill sdo, em média, 50% maiores que os da fase | e mais de 20% superiores aos
da fase Il (Liebhardt, 2019). Outro dado relevante em relacdo a inovacao radical
mostra que cerca de apenas 10% dos candidatos a farmaco que entram em ensaios
clinicos sdo aprovados pelas agéncias reguladoras (Akhondzadeh, 2016). Os
demais falham devido a ineficacia ou alta toxicidade, decorrentes do valor preditivo
limitado dos estudos pré-clinicos (Plenge et al., 2013).

Frente a toda essa dificuldade de P&D de novos farmacos, as estratégias de

inovagao incremental tém sido vistas com mais atencdo pelas industrias
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farmacéuticas, principalmente a nova indicagdo de uso para uma entidade quimica,
conhecida também como ‘“reposicionamento de farmacos”. Essa expressao foi
descrita pela primeira vez por Ashburn and Thor (2004) em seu artigo intitulado
“Drug repositioning: identifying and developing new uses for existing drugs”. Essa
estratégia se utiliza da disponibilidade de farmacos ja licenciados na clinica para o
tratamento de diversas patologias a fim de encontrar novos usos para esses
medicamentos.

Essa tatica vem sendo cada vez mais defendida como uma solugao para os
principais problemas que hoje existem no processo de inovagao radical. O
medicamento a ser reposicionado possui estudos pré-clinicos — perfil toxicologico,
farmacoldégico e dados de biodisponibilidade — e as fases precoces de ensaios
clinicos (fases | e Il) ja concluidos e determinados, além de sua atividade bioldgica ja
descrita, permitindo a redug¢do dos custos e do tempo no desenvolvimento de novos
farmacos. (Mehndiratta et a/,.2016). Essa estratégia pode ser especialmente util para
atender demandas especificas na saude publica, como o tratamento de doencas
orfas e negligenciadas (Sardana et al., 2011).

A ideia é inverter a ordem “tradicional” que vem sendo seguida desde entéo:
as pesquisas comegarem o processo de descoberta ja com um farmaco em maos e
passar a olhar para a doenga, tentando correlacionar um ao outro (Neuberger,
2018). Suas vantagens em relagao a inovagao radical fizeram com que as industrias
farmacéuticas empreendessem nessa estratégia e atualmente é responsavel por
aproximadamente 30% dos medicamentos e vacinas recentemente aprovados pela
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA nos ultimos anos (Jin & Wong, 2014).

A maioria dos casos de descoberta de novas indicagbes de uso para uma
entidade quimica ja conhecida ocorrem através de processos casuais, ou seja, hao
envolveram uma abordagem sistematica. O sildenafil, por exemplo, foi desenvolvido
em 1989 para o tratamento de angina e, posteriormente passou a ser comercializado
como Viagra, para tratar a disfungao erétil. Atualmente, esse farmaco também tem
sido investigado para o tratamento de cancer de pulméao (Keats et al., 2018). Outros
dois farmacos, o infliximabe e etanercepte, foram desenvolvidos inicialmente para
tratamento de sepse, sem sucesso clinico e posteriormente tornaram-se principios

ativos de medicamentos disponiveis para o tratamento de artrite reumatoide, e foram
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classificadas entre os cinco melhores farmacos comercializados em 2016
(Neuberger, 2018).

Diversas estratégias tém sido utilizadas para direcionar a identificagcdo de uma

molécula candidata ao processo de reposicionamento. A Tabela 1.1 mostra uma

compilagdo de exemplos bem-sucedidos de farmacos reposicionados, juntamente

com as estratégias utilizadas, baseadas principalmente na compreensdo da

farmacologia do medicamento ou analises retrospectivas do efeito clinico de um

medicamento quando prescrito para a sua indicagdo original. Tais analises

impulsionaram o desenvolvimento de abordagens mais sistematicas para identificar

compostos reposicionaveis (Pushpakom et al., 2018).

Tabela 1.1. Exemplos de farmacos licenciados em que o reposicionamento foi bem-sucedido para o

tratamento de outras doengas e a abordagem utilizada. Adaptada de Pushpakom et al., 2018.

Abordagem de

Nome do . = . . = Data de g
Fj Indicagao original Nova Indicacéao = reposicionamento
armaco aprovagao -
utilizada
Zidovudina A Triagem in vitro de
(AZT) Cancer HIV/AIDS 1987 bibliotecas de compostos
Analise clinica
retrospectiva
Minoxidil Hipertensao Perda de cabelo 1988 (identificagdo de
crescimento do cabelo
como um efeito adverso)
Sildenafil Angina Disfuncgéo erétil 1998 Analise CI”."Ca
retrospectiva
Dor e Polipose
Celecoxibe . = adenomatoda 2000 Analise farmacoldgica
inflamagéao . .
familiar (neoplasia)
Doenca de Transtorno de
Atomoxetina P G déficit de atencéo e 2002 Andlise farmacoldgica
arkinson ; o
hiperatividade
Duloxetina Depresséao Incopthgn0|a 2004 Analise farmacoldgica
urinaria
Analise clinica
retrospectiva (remissao
Rituximabe Neoplasias Artrite reumatoide 2006 de.artrlte reumatqlde
coexistente em pacientes
com linfoma nao-Hodgkin
tratado com rituximab)
] N Analise clinica
Raloxifeno Osteoporose Cancer de mama 2007 retrospectiva
Rejeigdo de Analise Farmacoldgica e
Fingolimod transplantes Esclerose multipla 2010 9

(imunossupressor)

estrutural
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Dapoxetina A(\jnalgesmj N Ejaculagao precoce 2012 Analise farmacoldgica
epresséo

Topiramato Epilepsia Obesidade 2012 Analise farmacolégica

Cetoconazol Infe¢des fungicas S'%durgr:?fgde 2014 Analise farmacolégica
Acido acetil Analise clinica

e Analgesia Cancer colorretal 2015 retrospectiva clinica e

salicilico -

farmacolégica

Essas abordagens sistematicas podem ser divididas em abordagens
experimentais e abordagens computacionais (Pushpakom et al., 2018). As
abordagens experimentais incluem ensaios de screening fenotipico, com
experimentos in vitro e in vivo e, de maneira mais especifica, ensaios de interagao
molécula-alvo, para identificacdo de novos alvos, ferramentas tradicionais da area
da farmacologia que vém norteando ha anos as pesquisas por novos compostos
com agao farmacoldgica satisfatoria.

Com os avangos das pesquisas e conhecimento de bioinformatica e o
aumento da criagdo de bancos de dados publicos com depdsitos de informacdes
biolégicas relevantes, essas analises experimentais comecaram a ser
complementadas por analises de abordagens in silico, com o intuito de descobrir e
otimizar moléculas e identificar novas indicacbes de uso para farmacos ja
disponiveis (Ekins et al., 2007). Sendo assim, as abordagens computacionais,
também denominadas analises in silico, sdo orientadas basicamente por dados
disponiveis publicamente, como dados de estrutura quimica de compostos,
estruturas de proteinas, informacdes de vias metabdlicas, alvos ou informagao
fenotipica, tais como perfis de efeitos colaterais, biodisponibilidade, perfil de
metabolizagao e excrecido ou até mesmo dados de notificagdes eletronicas de saude
publica, qualquer informacado que possa levar a formulacdo de novas hipbteses de
reposicionamento. As abordagens computacionais podem ser usadas
individualmente ou em combinagao para analisar sistematicamente diferentes tipos
de dados a fim de obter interpretagdes paras as hipoteses de reposicionamento. A
Figura 1.9 ilustra as abordagens sistematicas para o reposicionamento e suas

estratégias operacionais.
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Genes associados a uma
doenca podem ser alvos
potenciais de farmacos.

Associacdo genética

Screening in vitro de farmacos

em larga escala pareados com
@ dados gendmicos, bancos biclogicos
’ ligados a registros de salde de
O pacientes e dados de salde relatados
‘ pelos proprios pacientes representam
novos caminhos para explorar o
reposicionamento.

Analise de dados clinfcos

A analise de dados de ensaios
clinicos e dados de vigilancia
pos-comercializag3o podem sugerir
novas oporiunidades de
reposicionamento.

Busca por assinaturas

Abordagens
Sisternaticas para

Reposicionamento Envolve a comparag3o da "assinatura” de um
medicamento - seu perfil de expressio génica naquela
de Farmacos. doenga, estrutura quimica e sua relag3o com a
atividade biologica e seus =feitos adversos - com de outra
medicamento ou doenga.

O Mapeamento de vias
3 metabdlicas

Analise de vias metabdlicas
usando dados genéticos, proteicos
ou de doengas pode ajudar na

identificacdc de novos alvos de
® e
Triagem fenotipica de alto
rendimento de compostos usando
modelos de doencas in vitro ou
o alvos relevantes in wivo podem indicar potenciais candidatos

. a farmacos para avaliag3o clinica.
Tecnicas como cromatografia por
afinidade e espectrometria de massa

podem ser usadas para identificar
novos alvos de farmacos conhecidos.

Legenda
. Abordagens Computacionais
. Abordagens Experimentais

Figura 1.9. Abordagens sistematicas utilizadas no processo de reposicionamento de
farmacos. Adaptado de Pushpakom et al, 2018.
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1.9. Reposicionamento direcionado

A grande velocidade com a qual novas substancias s&o sintetizadas
atualmente através de quimica combinatdria e até mesmo o extenso numero de
bibliotecas virtuais com um grande numero de compostos quimicos — bibliotecas de
compostos licenciados e com grande potencial para serem reposicionados,
mobilizou a industria farmacéutica a desenvolver técnicas robotizadas para
assegurar um screening suficientemente rapido (do inglés High Throughput
Screening — HTS), feitos de forma aleatdria, ou seja, realizados de maneira a
detectar apenas se o composto possui atividade biolégica satisfatéria ou nao.
Porém, além de excessivamente caros, essa estratégia apresenta grandes chances
de falhas potenciais, principalmente no surgimento de falsos negativos, onde
compostos ativos podem passar despercebidos pela triagem realizada dessa
maneira (Noél et al., 2001).

Finalmente, todo farmaco tem um perfil de efeito adverso relativamente unico,
caracterizado como uma de suas assinaturas. A combinacao de efeitos adversos de
dois farmacos levanta a hipétese de que esses dois farmacos que levam a mesmos
efeitos adversos podem estar agindo em um alvo compartilhado ou proteina ou na
mesma via metabdlica (Pushpakom et al.,, 2018). Um dos efeitos adversos mais
comuns provocados por farmacos € a inibicdo de enzimas do complexo citocromo
P450 em humanos, que pode ser considerado uma propriedade farmacocinética

indesejavel.

1.10. Reposicionamento de farmacos — estado da arte

Muitas classes de farmacos vém sendo pesquisadas a fim de serem
reposicionadas para tratar doengas para as quais nao foram desenvolvidos. Um dos
maiores campos atualmente para o reposicionamento de farmacos é o de pesquisas
para desenvolvimento de novas terapias oncoldgicas (Pantziarka et al., 2015). Sleire
et al. (2017) publicou uma extensa revisao com diversas classes de farmacos com
potencial para serem reposicionados para a terapia de cancer, destacando alguns
dados sobre vias de sinalizacdo e mecanismos celulares envolvidos. Algumas

dessas classes sdo de farmacos direcionados ao tratamento de doencas
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cardiovasculares, antipsicoticos e antidepressivos, antimicrobianos, antivirais, anti-
inflamatodrios n&o-esteroidais e farmacos imunomoduladores. O trabalho cita
inclusive farmacos que poderiam atuar na prevengdo do cancer como o anti-
inflamatdrio ndo esteroidal aspirina, as estatinas, medicamentos que interferem no
metabolismo de esterdis, a metformina, principal farmaco hoje utilizado no
tratamento de diabetes tipo 2 e farmacos moduladores seletivos do receptor de
estrogénio como tamoxifeno e raloxifeno. Pesquisas publicadas em 2019 vem sendo
desenvolvidas com farmacos anti-helminticos (Laudisi et al., 2019; Zhang et al.,
2019; Barbosa et al., 2019), hipoglicemiantes (Thakur et al., 2019), antibacterianos
(Bailly 2019) buscando novas alternativas no combate de diversos tipos de
neoplasias.

Doencas degenerativas também tem sido alvo de estudos de novos
tratamentos através do reposicionamento de farmacos como doenga de Alzheimer
(Walker et al., 2019; Kumar et al., 2017) e doenga de Parkinson (Bortolanza et al.,
2018; Chen et al., 2018).

As doengas infecciosas podem ser categorizadas em quatro classes
principais, dependendo do agente etiolégico causador da infecgdo: bactérias,
fungos, virus ou protozoarios (Serafin & Horner, 2018). Estudos recentes tém sido
publicados sobre reposicionamento de farmacos para doengas virais (Agarwal et al.,
2019; Lane et al., 2019; Garcia-Serradilla et al., 2019; Savarino & Shytaj, 2015),
doencas fungicas (Yousfi et al., 2019; Rana et al., 2019), bacterianas (Thakare et al.,
2019; Patil et al., 2018) e protozoarias (Reigada et al., 2019; Bezerra-Souza et al.,
2019). Serafin & Horner (2018) compilaram uma série de classes de farmacos n&o
antibidticos que estdo sendo estudados contra diversas espécies de bactérias
quanto ao seu efeito antibacteriano. Em 2015, Kaiser et al realizaram ensaios de
atividade biologica de 100 compostos com potencial reposicionamento para doencas
negligenciadas, e analisaram parametros como biodisponibilidade favoravel, custo
moderado e bom perfil de seguranga. Também selecionaram farmacos que
demonstraram atividade antiprotozoaria na literatura. O grupo realizou experimentos
contra 4 espécies de protozoarios: ensaios in vitro com as espécies Leishmania

donovani, Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum, ensaios de citotoxicidade
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em macréfagos murinos e ensaio in vivo de infeccdo por Trypanosoma brucei
rhodesiense.

Recentemente, duas revisbes foram publicadas com relagdo ao estado da
arte do reposicionamento de farmacos para o tratamento das leishmanioses
(Charlton et al., 2018; Andrade-Neto et al., 2018). Nelas, foram citadas diversas
classes de farmacos como antifungicos, antiparasitarios, antineoplasicos,
antidepressivos e farmacos com atividade no sistema nervoso central, anti-
hipertensivos, antibioticos, anti-histaminicos, e outros farmacos como dissulfiran,
usado para auxiliar no tratamento de alcoolismo crénico, ciclosporina, um agente
imunossupressor e a ezetimiba, um agente antihipercolesterolémico, todos
demonstrando atividade leishmanicida bastante promissores.

Alguns farmacos ja estdo em fase de ensaios clinicos, tanto em caes
infectados com diferentes espécies de Leishmania, como alopurinol (inibidor da
biossintese de acido urico) e domperidona (utilizado para o tratamento de situagdes
de vbmitos e nauseas), quanto em humanos, onde varios farmacos estdo sendo
testados. Por exemplo, Rifampicina (antibiético) e omeprazol (inibidor da bomba
H*/K*/ATPase) estdo em estudo clinico para o tratamento de pacientes de
leishmaniose cutinea causada pela espécie L. tropica. A azitromicina esta sendo
utilizada para o tratamento de pacientes de duas regides do Brasil (Minas Gerais e
Manaus) com leishmaniose cutdnea mucosa. Farmacos inibidores da biossintese do
ergosterol, como itraconazol, cetoconazol, fluconazol e terbinafina estdo sendo
testados em pacientes infectados com diversas espécies de Leishmania, inclusive
em regime de combinagcdo com farmacos utilizados no tratamento atual das
leishmanioses. Por fim, o fexinidazol € um farmaco que ja demonstra atividade in
vitro e in vivo contra os agentes etioldgicos da doenca de Chagas, Trypanosoma
cruzi, e da tripanossomiase humana africana, Trypanosoma brucei, € esta em
desenvolvimento clinico para o tratamento da doenca do sono humana, com a fase |
completa. Quanto a Leishmania, este farmaco foi incluido em um ensaio clinico
como um farmaco de administragao oral para o tratamento da leishmaniose visceral
no Sudao. Porém, seus resultados ainda ndo foram publicados (Andrade-Neto et al.,
2018).
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1.11. Superfamilia Citocromo P450

As enzimas da superfamilia citocromo P450, ou simplesmente enzimas P450,
compdéem uma superfamilia de proteinas encontradas em quase todos os seres
vivos, conhecidas como os mais versateis catalizadores bioldgicos da natureza,
devido a diversidade de reagdes que podem mediar (Coon, 2005). A maioria das
reacoes mediadas pelas enzimas P450 sao processos de oxidagao-reducdo, com
papel importante na biotransformacéao e bioativagao de farmacos. As enzimas P450
estdo envolvidas na maior parte do metabolismo de fase |, realizando hidroxilagées,
epoxidagdes, desalquilagbes, oxidagbes e desalogenagdes (Isin & Guengerich,
2007). Outras principais fungdes bioldgicas dessas enzimas sao a participagdo no
metabolismo de 4&cidos graxos poli-insaturados, no metabolismo do acido
araquidonico, no metabolismo de esterodis (EI-Sherbeni & El-Kadi, 2017) e na sintese
de metabdlitos secundarios de plantas e insetos (Bathe & Tissier, 2019). A
conservagao evolutiva e abundancia de enzimas P450 na natureza e as
individualidades de natureza quimica entre e dentro das espécies (variacdes
mutacionais e polimorfismos) destacam a importdncia das fungdes bioldgicas
mediadas por essas enzimas (Werck-Reichhart & Feyereisen, 2000; Nelson, 1999).

As enzimas P450 foram descobertas na década de 1950. O pesquisador
Bernard B. Brodie e seu grupo em 1958 foram os primeiros a mostrar que um
sistema enzimatico dependente de NADPH, associado a fragdo microssomal de
figado, mediava a oxidagdo de muitos medicamentos. Mais tarde, descobriram que
essa enzima possuia um pigmento de ligacdo com fungcdo de hemeproteina que,
complexado com o mondxido de carbono, apresentava um pico maximo de absorg¢ao
de comprimento de ondas de 450nm, atribuindo pela primeira vez o termo “citocromo
P450” para a forma ativa da hemeproteina (EI-Sherbeni & El-Kadi, 2017).

A reacédo global de oxidagao-reducédo € representada pelo esquema a seguir:

RH + 2NADPH + O2 — 2NADP* + H20 + ROH

onde RH representa um farmaco ou algum outro substrato tipico e ROH é o produto.
Essa reagdo utiliza o NADPH em sua forma reduzida como cofator, onde seus

elétrons sao transferidos através do ciclo de redutase das enzimas P450 e um

25



atomo de oxigénio molecular é inserido no substrato e o outro reduzido a agua,
levando a formagao do NADP* oxidado (Coon, 2005).

Estao localizadas principalmente no reticulo endoplasmatico, onde funcionam
como complexos cataliticos que metabolizam xenobidticos e alguns substratos
endogenos. No entanto, em humanos, também foram encontrados em outras
organelas como lisossomos, peroxissomos, complexo de Golgi e na membrana
plasmatica, compondo sistemas microssomais (Neve & Ingelman-Sundberg, 2008).
As enzimas P450 também podem ser encontradas nas mitocdndrias, compondo
sistemas que diferem das enzimas microssomais por utilizarem duas flavoproteinas
(adrenodoxina redutase e adrenododina mitocondrial) como intermediarias na
transferéncia de elétrons a partr do NADPH. Sua participacdo biologica é
predominantemente no metabolismo de substancias endégenas, como na sintese de
acidos biliares a partir do colesterol, ativagdo da vitamina D3 no figado e rim, sendo
a sua participacao no metabolismo de xenobidticos muito controverso. Porém os
sistemas mitocondriais foram encontrados apenas em animais, sendo ausentes até
agora em plantas e fungos (Omura & Gotoh, 2017; Omura 2006).

Essas enzimas estdo ancoradas na membrana dessas organelas por uma a-
hélice presente na porcao terminal NH2 da proteina, formada por aminoacidos
hidrofébicos, o que permite a maior exposi¢cao da proteina, incluindo o sitio catalitico,
exposto ao citoplasma, embora algumas enzimas ancoradas na superficie celular
tenham a maior parte da sua estrutura expostas para o espaco extracelular.

A nomenclatura dessa classe de enzimas foi proposta inicialmente por Nebert
et al em 1987, e era baseada na recomendacdo das familias de genes sendo
designadas por numeros romanos, subfamilias por letras mailusculas e genes
individuais por numeros arabicos (como por exemplo IA2), e as enzimas eram
classificadas por semelhanga entre as sequéncias de proteinas a fim de serem
classificadas em familias e subfamilias. Posteriormente, outra nomenclatura foi
proposta por Nelson (2004), dependente das relagdes evolutivas baseadas em
arvores filogenéticas e baseada na similaridade de sequéncias de aminoacidos:
membros de uma familia compartiham 40% de similaridade de sequéncia de
aminoacidos e membros da mesma subfamilia compartilham 55% de similaridade de

sequéncia. O sistema de nomenclatura original foi baseado em menos de 100
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familias de enzimas P450 de eucariotos € um numero aberto em bactérias. Assim,
as primeiras 100 familias foram divididas da seguinte maneira: animais (CYP1-49),
eucariotos inferiores (CYP51-69) e plantas (CYP71-99). Bactérias comegavam com
CYP101 e poderiam seguir dai em diante. Apesar dessa classificagdo numérica
separar as enzimas dentro dos grupos de seres vivos, ha uma particularidade
quanto a familia CYP51: esta € a unica encontrada em todos os reinos bioldgicos,
presentes em mais de 80 organismos entre bactérias, eucariotos inferiores, plantas,
fungos e mamiferos. A enzima CYP51A1 é classificada como unica entre os reinos
devido a manutengao de sua funcao, que envolve a reacao especifica de remogao
da metila do carbono na posi¢cao 14 dos precursores 14a-metil-esteroidais. A familia
CYP51 possui cerca de 30% de similaridade de sequéncia de aminoacidos, variando
de 23% a 34% entre os reinos, conforme a proximidade evolutiva entre as espécies
(Lepesheva & Waterman, 2013).

Com o descobrimento de novas enzimas de novos organismos e,
consequentemente, novas familias, a solucdo foi adotar um sistema de
nomenclatura de 3 digitos. Logo, seguiu-se o seguinte esquema: as bactérias
mantiveram o intervalo de CYP101-299, animais no intervalo de CYP301-499,
eucariotos inferiores com o intervalo de CYP501-699 e plantas, CYP701-999.
Bactérias, animais e plantas ainda se encaixam nesses limites impostos. Porém,
eucariotos inferiores ja ultrapassaram o limite de CYP699. Um sistema de 4 digitos
foi implementado desde entdo, com a configuragdo semelhante a anterior em termos
de intervalos. A nomeacao de novos genes de que codificam enzimas P450 devem
ser submetidos a um Comité de Nomenclatura Padronizada do Citocromo P450, a
fim de evitar nomes imprecisos e/ou duplicados (Nelson, 2004). A semelhanca de
identidade entre as proteinas de diferentes familias € extremamente baixa. Estudos
mostram que pode ser inferior a 20% (Graham & Peterson, 1999). Apesar dessa
baixa porcentagem de similaridade entre os membros das familias P450, essas
enzimas sao constituidas de regides estruturais conservadas, que s&o essenciais
para estrutura e funcdo, e de regibes variaveis, que medeiam as propriedades
bioquimicas individuais. Syed & Mashele (2014) demonstraram pela primeira vez a
identificacdo de padrdées de aminoacidos baseados em dois motivos principais:
EXXR e FXXGXRXCXG, representando os principais motivos que caracterizam a
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superfamilia P450, embora em fungos o motivo EXXR mostrou-se mais variavel
dentro do grupo.

Somente 3 aminoacidos sao totalmente conservados em toda a superfamilia,
e estdo presentes dentro do motivo EXXR, localizado na hélice k da proteina e
préximo a um nucleo de ligagdo ao heme, sendo responsavel pela sua estabilizagao.
Os aminoacidos sdo o acido glutdmico, representado pela letra E, a arginina,
representada pela letra R e a cisteina, que é o quinto ligante préximo ao motivo
heme e razdo da caracteristica absorbancia de 450nm das proteinas quando
complexadas ao monoxido de carbono. O nucleo estrutural conservado entre todas a
superfamilia € composto por um conjunto de 4 hélices denominadas D, E, I e L e as
hélices J, além da hélice K. Dentro do primeiro conjunto de hélices, duas se
destacam com fungdes importantes: a hélice | possui o residuo treonina, altamente
conservado, com um residuo acido apenas na porgéo N-terminal, posicionado sobre
o anel pirrol B no sitio ativo; e A hélice L faz parte da regido de ligagdo ao heme, e é
composta por dois conjuntos de folhas-f estruturalmente conservadas: folhas-f8 1,
contendo 5 folhas; e folhas-B 2, compostas por 2 folhas. Este conjunto de folhas
auxilia na formag&o do canal hidrofobico de acesso ao substrato (Hasemann et al.,
1995; Graham & Peterson, 1999).

A superfamilia P450 em humanos € composto por 57 genes e mais de 59
pseudogenes, divididos em 18 familias e 43 subfamilias (Tabela 1.2) (Nelson, 2013).
As familias CYP1 a CYP4 abrigam a maioria das subfamilias. As familias CYP1,
CYP2 e CYP3 estdo associadas primariamente a fase | do metabolismo de
xenobidticos, enquanto as outras familias exibem papéis de metabolismo de
substratos endoégenos. Com relagdo ao metabolismo de farmacos, a subfamilia 3A4
€ responsavel pela biotransformagdo da maioria dos farmacos atualmente, apesar
das enzimas da subfamilia CYP2C serem também importantes a desempenharem
esse papel, além da subfamilia CYP2D6 (Lewis, 2004).
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Tabela 1.2. Enzimas da superfamilia P450 no genoma humano e suas principais fungbes
metabolicas. Adaptado de Nelson, D. (2013).

Familia Fungao Membros Genes
Metabolismo de farmacos e | 3 subfamilias, 3
CYP1 esteroides genes, 1 CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1
(especialmente estrogénio) pseudogene
13 subfamilias CYP2A6, CYP2A7, CYP2A13, CYP2B6, CYP2C
CYP2 Metabolismo de farmacos 16 qenes * | 8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6, CY
e esteroides 16 se%do e,nes P2E1, CYP2F1, CYP2J2, CYP2R1, CYP2S1,
P 9 CYP2U1, CYP2W1
Metabolismo de farmacos 1 subfamilia, 4
CYP3 e esteroides (incluindo genes, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP3A43
testosterona) 2 pseudogenes
Metabolismo de acidos 6 subfamilias, CYP4A11, CYP4A22, CYP4B1, CYP4F2, CYP4
CYP4 graxos e acido 12 genes, F3, CYP4F8, CYP4F11, CYP4F12, CYP4F22,
araquidbnico 10 pseudogenes CYP4V2, CYP4X1, CYP4Z1
CYP5 Tromboxano A ; sintase 1 sut;fzrr]rglia, 1 CYP5A1
CYP7 Biossmtgse de acidos 2 subfamilias, 2 CYP7A1, CYP7B1
biliares genes
CYPS Funcdes variadas 2 subfamilias, 2 | CYP8A1 (Prostamclmg §|ntas§), CYP8B1 (Biossi
genes ntese de acidos biliares)
CYP11 | Biossintese de esteroides | 2 Subfamilias, 3 CYP11A1, CYP11B1, CYP11B2

genes

Biossintese de esterdides —

1 subfamilia, 1

CYP17 17-alfa-hidroxilase gene CYPT7AT
Biossintese de esteroides 1 subfamilia. 1
CYP19 | (principalmente estrogénio) ene ’ CYP19A1
- Aromatase 9
CYP20 Funcéo desconhecida 1 Suzf::]e'“a’ 1 CYP20A1
2 subfamilias, 1
CYP21 Biossintese de esterdides gene, 1 CYP21A2
pseudogene
Degradacéo da vitamina D -
CYP24 _ Vitamina D3 24 - 1 subfamilia, 1 CYP24A1
. . gene
hidroxilase
CYP26 Hidroxila'se’ .do acido 3 subfamilias, 3 CYP26A1, CYP26B1, CYP26C1
retinéico genes
CYP27A1 (biossintese de acidos
CYP27 Fungdes Variadas 3 subfamilias, 3 biliares), CYP27B1 (vitamina D 3 1-alfa

genes

hidroxilase, ativa a vitamina
Ds), CYP27C1 (funcdo desconhecida)
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Hidroxilagédo 7-alfa do 24- 1 subfamilia, 1
CYP39 hidroxicolesterol gene CYP39AT
CYP46 | Colesterol 24-hidroxilase 1 SUtg:g“a, 1 CYP46A1
1 subfamilia, 1
CYP51 Biossintese de colesterol gene, 3 CYP51A1 (Lanosterol 14-alfa desmetilase)
pseudogenes

1.12. A escolha das enzimas P450 como alvo farmacolégico

A escolha da familia P450 como potenciais alvos moleculares para o
reposicionemento de farmacos para as leishmanioses baseou-se na existéncia de
varios farmacos em uso clinico que possuem atividade inibitéria especifica ou
promiscua sobre enzimas P450, independente da sua atividade terapéutica, além de
suas atividades bioldgicas ja conhecidas e seu perfil farmacoldgico determinado.

Essas enzimas ja foram descritas em uma grande diversidade de organismos,
como em insetos (Chan et al., 2014), plantas (Zin et al., 2019), fungos (Ohk et al.,
2015) e bactérias (Maroutsos et al., 2019). Agosin et al., em 1976, descreveu pela
primeira vez essa superfamilia de enzimas em tripanossomatideos, onde
demonstrou a capacidade de uma fragdo semipurificada de T. cruzi metabolizar
substratos tipicos de enzimas P450, e trabalhos posteriores confirmaram
bioquimicamente a presenca dessas enzimas em outros tripanossomatideos,
inclusive Leishmania (Berger & Fairlamb, 1993).

Por outro lado, trabalhos tém sugerido a inibicdo de enzimas do complexo
P450 como alvos terapéuticos para um quadro diverso de patologias, como
enfermidades dermatolégicas (Ahmad & Mukhtar, 2004), cancer (Bruno & Njar,
2007), doengas infecciosas como tuberculose (Ortiz de Montellano, 2018), doencgas
neurodegenerativas (Navarro-Mabarak et al., 2018). Em tripanossomatideos apenas
a CYP51 tem sido estudada mais profundamente, principalmente pelo seu papel
chave na biossintese do ergosterol e sua reconhecida validagdo como alvo
terapéutico (Lepesheva et al., 2018; Verma et al., 2011). Além disso, outros
trabalhos vém discutindo as perspectivas das enzimas do Complexo P450 como
possiveis e viaveis alvos farmacolégicos para o reposicionamento de farmacos (El-
Sherbeni & El-Kadi, 2017; Behrendorff & Gillam, 2017).
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Diversos farmacos com atividade inibitéria dessas enzimas vém sendo
estudados quanto a sua atividade leishmanicida. Os farmacos antifungicos sao os
mais estudados atualmente em ensaios bioldgicos de espécies de Leishmania,
devido a sua reconhecida acao inibitéria da CYP51 do parasito e consequentemente
inibicdo da via de biossintese do ergosterol, levando a morte do parasito (Emani et
al., 2017). Por exemplo, ja foi demonstrado que o cetoconazol exerce atividade em
L. amazonensis através desse mecanismo de agdo. (Andrade-Neto et al., 2012).
Itraconazol e posaconazol, outros farmacos antifungicos, também ja demonstraram
atividade contra L. amazonensis, provocando desregulagdo do potencial de
membrana mitocondrial e alteracbes morfolégicas na mitocdndria € no cinetoplasto
(de Macedo-Silva et al., 2013).

Outra classe de farmacos, os inibidores de enzimas aspartico protease do
HIV, como o ritonavir e lopinavir, também s&o inibidores de enzimas P450 humanas
e ja foram descritos com atividade leishmanicida (Alves et al., 2015). Lopinavir
demonstrou alteragcbes no metabolismo de lipideos em promastigotas de L.
amazonensis e também apresentou eficacia terapéutica em combinagdo com a
miltefosina em ensaios in vitro e in vivo contra L. infantum (Rebello et al., 2018;
Rebello et al., 2019). Estudos com nelfinavir, outro inibidor de proteases de HIV,
demonstrou atividade contra L. amazonensis através da inducdo de estresse
oxidativo e apoptose. Quando em combinacdo com miltefosina e anfotericina B no
tratamento in vitro e in vivo de L. infantum, também demonstrou potente atividade
leishmanicida, com diminuigdo da carga parasitaria de figado e bago no tratamento
de modelo murino de leishmaniose visceral (Kumar et al., 2010; Valdivieso et al.,
2018).
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2. Justificativa e Hipotese

Devido aos aspectos listados, a busca por novas substancias que possam ser
usadas no tratamento das leishmanioses € de grande importdncia para a saude
publica, assim como uma nova abordagem no processo de pesquisa e
desenvolvimento, langando méao, por exemplo, de inovagdo farmacéutica
incremental como o reposicionamento de farmacos,

Sendo assim, a hipétese do presente trabalho defende que farmacos
inibidores de enzimas P450 humanas possuem atividade leishmanicida atuando na
inibicdo de enzimas P450 de Leishmania infantum conhecidas ou ainda nao
descritas. Assim, farmacos ja disponiveis comercialmente e seguramente utilizados
em humanos poderiam ser reposicionados para o tratamento das leishmanioses,
utilizando o complexo enzimatico P450 como alvo farmacoldégico.

Nossa hipotese basea-se no conceito de no conceito de ortologia, que mostra
a relagéo entre genes homologos, ou seja, presentes em um ancestral comum, que
sdo compartilhados em duas espécies resultante de um processo de especiagao.
Sendo assim, nos iremos buscar por novos genes P450 em L. infantum que sejam

homdlogos a genes P450 de humanos.

32



3. Objetivo Geral

Avaliar a potencialidade da estratégia de reposicionamento de farmacos

inibidores de enzimas da superfamilia P450 para o tratamento da leishmaniose.

3.1. Objetivos especificos

- Pesquisar proteinas homélogas as enzimas P450 humanas no conjunto de
proteinas preditas de L. infantum,;

- Caracterizar as sequéncias P450 potencialmente homadlgas de L. infantum in
silico, baseando-se na preducdo funcional, identificacdo dos motivos
caracteristicos da superfamilia, predicdo de estrutura secundaria e expressao
génica;

- Analisar a transcri¢cao in vitro dos genes das sequéncias selecionadas pelas

analises in silico;
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4. Metodologia
4.1.Predicao in silico de novas proteinas do complexo enzimatico do
citocromo P450 (P450) em L. infantum.

Foi realizada no conjunto de proteinas preditas de L. infantum uma busca in
silico de novas proteinas do complexo enzimatico citocromo P450 (P450) que
fossem homologas as enzimas P450 humanas.

Para tal, o conjunto de proteinas preditas codificadas no genoma de L. infantum
(cepa JPCMS5) obtido do banco de dados TritrypDB versdo 38 (total de 8378
proteinas) foi comparado ao conjunto de enzimas P450 humanas depositadas no
banco de dados CYPED.V6 (total de 449 enzimas), que integra informagdes sobre
sequéncias, estrutura e funcbes de enzimas P450 de diversos seres vivos. A
comparagao foi realizada utilizando a ferramenta blastp, utilizando cada uma das
sequéncias humanas do CYPED.V6 como entrada. Os parametros utilizados no
blastp foram: wordsize: 3; penalidade por abertura e extensdo de espagos nas
sequéncias alinhadas: -11 e -1, respectivamente; matriz de substituicdo: BLOSUM
62.

Foram consideradas sequéncias potencialmente homdlogas as enzimas P450
humanas as sequéncias de L. infantum apresentando as seguintes caracteristicas:
porcentagem de identidade entre as sequéncias de L. infantum e a sequéncia
humana do CYPED acima de 20%; um valor E-value (¢ um valor estatistico que
indica se o alinhamento é real ou foi obtido meramente pelo acaso. E o nimero
esperado de falsos positivos, logo, quanto menor o E-value, menores as chances do
resultado ser consequéncia do acaso) inferior a 10-3, uma porcentagem de area de
cobertura de similaridade de sequéncia no par alinhado de pelo menos 70%. O
resultado do blastp também foi analisado quanto ao seu numero de score, cujo valor
€ positivamente correlacionado com a qualidade do alinhamento, ou seja, quanto
maior o valor total de score melhor o alinhamento. Assim, houve a selecido de 4
sequéncias em L. infantum potencialmente homdlogas a algumas familias humanas
do banco de dados CYPED.

Foi realizada nessas 4 sequéncias selecionadas a busca por uma assinatura

caracteristica presente em todas as familias P450: EXXR, um dominio presente na
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porcao C-terminal da hélice K da proteina. A presenca desse motivo foi confirmada

usando a linguagem PERL e busca por expressdes regulares (figura 4.1).

Conjunto de enzimas
CYP450 humanas

Selecdo de 4 Busca pela
- _ sequéncias [ assinatura
Caonjunto de proteinas de L. potencialmente caracteristica
infantLm homaloga EXXR
. (JPCME)

Parametros de selecdo
- Identidade entre
sequencias = 20%

- E-value =107

- Area de coberiura de

similaridade = 70%

Figura 4.1. Figura esquematica demonstrando as etapas de selegcdo de sequéncias

potencialmente homoélogas de L. infantum as sequéncias P450 humanas.

4.2. Mapeamento das sequéncias humanas identificadas no CYPED como
potencialmente homélogas as sequéncias de L. infantum no Consorcio
Uniprot Knowledgebase
Foi realizado, a fim de correspondéncia, um mapeamento no Consoércio
Uniprot Knowledgebase de cada uma das enzimas humanas identificadas no banco
de dados CYPED mais similares as sequéncias de L. infantum. O Uniprot
Knowledgebase é um banco de dados de livre acesso de sequéncias de proteinas e
suas informagdes funcionais. Além da inser¢do de dados obrigatdrios principais
como a sequéncia de aminoacidos, nome ou descricdo da proteina, dados
taxonémicos e informacgdes de citacbes, sdo adicionadas também informacbes de
possiveis anotagdes. O Uniprot consiste em duas secgdes: o SwissProt, onde os
registros sdo manualmente anotados e provem de informagdes extraidas da
literatura e analises computacionais avaliadas por um curador; e o TrEMBL, cujos
registros sdo analisados computacionalmente e aguardam uma anotagcdo manual

completa.
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Esse mapeamento foi realizado através do numero identificador do NCBI (do
portugués Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia) que cada umas das
sequéncias humanas do CYPED possuem. O NCBI reune uma série de bancos de
dados relevantes para a biotecnologia e a biomedicina e é um recurso importante
para ferramentas e servicos de bioinformatica. Os principais bancos de dados
incluem o GenBank e o RefSeq para sequéncias de DNA e RNA e o PubMed, um

banco de dados bibliografico para a literatura biomédica.

4.3.Predicao funcional in silico das sequéncias P450 putativas de L.
infantum.

As sequéncias P450 putativas de L. infantum selecionadas foram analisadas

in silico quanto a predicdo funcional utilizando a ferramenta InterPro

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/), que fornece uma analise funcional

in silico de sequéncias de proteinas, classificando-as em familias pela presencga de
dominios e sitios caracteristicos. A ferramenta usa modelos preditivos, conhecidos
como assinaturas, fornecidos por varios bancos de dados diferentes que compdem o
consorcio InterPro. O InterProScan é o software que permite que as sequéncias
sejam verificadas em relagao as assinaturas da InterPro. A ferramenta reune varios
bancos de dados, os quais cada um contribui com um nicho diferente:

e Superfamily: base de dados de anotagao estrutural e funcional de proteinas.

Classifica a sequéncia de aminoacidos em dominios estruturais conhecidos. Esses

dominios sao classificados em superfamilias baseados em uma relagéo evolutiva

de ancestralidade.

e Pfam: base de dados de familias de proteinas que incluem anotacoes,

alinhamentos multiplos de sequéncias, dominios de proteinas e familias.

e Prints: Conjunto de impressdes digitais, que proporciona uma anotagao

detalhada para familias de proteinas. Uma impresséao digital € um grupo de motivos

conservados tomados a partir de um alinhamento multiplo de sequéncias que, em

conjunto, formam uma assinatura caracteristica para uma familia de proteinas

alinhadas.

¢ Prosite: banco de dados de dominios de proteinas para caracterizagao funcional

e anotacdo. Descrevem as familias de proteinas, dominios, sitios funcionais e
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padrbes e perfis de aminoacidos. Consiste em sitios biologicamente significativos,
padrdes e perfis que ajudam a identificar com seguranga a que familia de proteinas

conhecida uma nova sequéncia pertence.

4.4.Predicao funcional in silico das sequéncias P450 putativas de L.
infantum baseada na ontologia génica
As sequéncias identificadas como P450 putativas em L. infantum foram
comparadas par a par com as proteinas depositadas no banco de dados Swiss-Prot,
usando o programa BLAST e com as familias de proteinas depositadas no banco de
dados Pfam, com uso do programa HMMER (versao: 3.1b1). Os resultados obtidos
nestas comparacdes foram utilizados como entrada para o programa Argot2.5
(versao: 2.5). Com base no sistema de classificagdo proposto pelo consércio Gene
Ontology (GO), nas anotacdes de termos GO atribuidas as proteinas depositadas no
Swiss-Prot, no significado estatistico dos alinhamentos obtidos em ambas as
comparagdes, respectivamente, e na similaridade semantica dos termos GO
associados aos hits estatisticamente significativos, o programa Argot2.5 realizou a
predicao funcional in silico das sequéncias P450 putativas de L. infantum. Dessa
forma, as sequéncias foram classificadas com base em um vocabulario controlado
de ontologia génica e de acordo com critérios de transferéncia funcional definidos
pelo consércio GO, distribuindo-se em trés categorias fundamentais: processo

bioldgico fungdo molecular e componente celular.

4.5. Alinhamento de multiplas sequéncias, predicdo de estruturas
secundarias e identificagao de motivos da superfamilia P450.

Um alinhamento de multiplas sequéncias baseado nas estruturas primarias
das sequéncias CY450 putativas de L. infantum foi realizado com a ferramenta
online MAFFT (verséo 7). A predicdo das estruturas secundarias baseada no
alinhamento das estruturas primarias foi realizada usando a ferramenta online
Promals 3D, identificando estruturas de a-hélice e folha- B. Foi realizada entdo a
busca por assinaturas caracteristicas da familia P450: AGXXT (dominio de ligagao
ao oxigénio na hélice 1), EXXR (dominio C-terminal da hélice K), e DXXXF (na hélice

K), FXXGXRXCXG (no dominio de ligagdo ao heme). A presenca desses motivos foi
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confirmada usando a linguagem PERL e busca por expressodes regulares.

4.6.Estudo in silico da expressao de mRNA e da expressao proteica em

dados proteémicos das sequéncias P450 putativas de L. infantum.

A pesquisa de dados de transcriptoma foi realizada utilizando o conjunto de
transcritos anotados da espécie L. infantum obtidos no banco de dados TriTrypDB. A
busca por dados protedbmicos foi realizada utilizando o banco de dados publico
PRIDE Archive, que pertence ao consércio EMBL-EBI, sendo uma ferramenta on-
line que contém dados centralizados e padronizados de dados protedmicos,
incluindo identificacdo de proteinas e peptideos, modificagbes pods-traducionais e

suporte de evidéncias espectrais.

4.7. PCR quantitativo em tempo real (qQPCR).

Foi realizada uma reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR) no RNA total extraido de culturas de L. infantum em fase de crescimento
logaritmico (3° dia de cultura). O RNA total foi extraido de 108 promastigotas
utilizando o Kit de Sistemas de Isolamento de RNA SV Total (Promega, Madison,
EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. O cDNA de fita simples foi sintetizado
pelo Kit de Transcriptase Reversa GoScript™ (Promega, Madison, EUA), utilizando
3,2ug de cada amostra de RNA, de acordo com o protocolo do fabricante. O PCR foi
realizado em 25 pL de volume final de reagdo contendo SYBER™ Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA), 400 nM dos
primers forward e reverse e 10 ng de cDNA. As reacgdes foram realizadas utilizando
o termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (AppliedBiosystems™), onde
houve incubagao a 95°C por 10 minutos e entéo 40 ciclos de 95°C por15 segundos e
60°C por 1 minuto. Os resultados obtidos sdo a média de trés experimentos
independentes realizados com trés preparacdes bioldégicas de RNA. As sequéncias
de primers de LinJ.11.1100 (CYP51) sado forward 5’- GCT GAA GGC GAA GAA GAA
GTA -3’ e reverse 5- ACT TGC TGT GCT GGT GAA -3’; para LinJ.27.0090 sao
foward 5- CCG AGA TTG CCA ACG ATA CA -3’ e reverse 5- GGC CGT TGA TGA
AGG GAA TA -3’; para LinJ.30.3610 s&o forward 5- CAA CAA CAT TGC CTT CCA
GAG -3’ e reverse 5'- ATC GGC AGG TAC AAG GAA AG -3’; para LinJ.34.3110 séo
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forward 5’- GGA CTT GAT GCC CTC CAT TT -3’ e reverse 5- CAT CCG CAG AAC
CTC CTT TAC -3, e foram desenhados utilizando o programa PrimerQuest®

(https://lwww.idtdna.com/Primerquest/Home/Index).

4.8.Parasitos
A cepa MHOM/MA/67/ITMAP263 de L. infantum foi utilizada nos estudos in
vitro. Os parasitos foram isolados de bago ou figado de camundongos BALB/c
infectados (Licengca CEUA/IOC — L026/2015) e mantidos como promastigotas a 26°C
em meio Schneider, acrescido de 10% de SFB, 100Ul/mL de penicilina e 100ug/mL

de estreptomicina.
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Resultados
5.1. ldentificagdo no conjunto de proteinas preditas de L. infantum de
sequéncias P450 potencialmente homoélogas as sequéncias humanas
depositadas no CYPED

A identificacdo foi realizada através da comparacao pela ferramenta blastp
entre as proteinas preditas no genoma de L. infantum e as sequéncias humanas
depositadas no banco de dados CYPED. Assim, foram identificadas 4 sequéncias
proteicas de L. infantum: LinJ.11.1100, Lind.27.0090, LinJ.30.3610 e LinJ.34.3110. A
sequéncia LinJ.11.1100 é anotada no banco de dados TritrypDB como CYP51A1 de
L. infantum. As outras sequéncias possuem anotagdo como “cytochrome p450-like
protein”.

Utilizando os critérios de selecao de sequéncias humanas estatisticamente
significativas, cada uma das sequéncias de L. infantum obteve uma vasta lista de
sequéncias potencialmente homdlogas putativas humanos, que foram organizados
em ordem de melhor significancia estatistica, ou seja, melhor e-value e detalhados a
sequir.

Na Tabela 5.1, observamos as sequéncias potencialmente similares humanas
do CYPED para a sequéncia LinJ.11.1100. A sequéncia humana CYPED que obteve
melhor resultado estatisticamente significativo, ou seja, melhor e-value, pertence a
familia CYP51. Além dessa sequéncia, a pesquisa por hits humanos depositados no
CYPED homdlogos a LinJ.11.1100 resultou em mais 1 sequéncia pertencente a
familia CYP51 (agrupadas em verde claro na tabela), e outras 5 sequéncias
pertencentes a familia CYP39 (agrupadas em laranja na tabela), todas elas dentro
dos parametros aplicados de significancia estatistica.

Na Tabela 5.2, observamos as sequéncias humanas potencialmente similares
para a sequéncia LinJ.27.0090. Foram encontradas 20 sequéncias no banco de
dados CYPED homdlogas putativas a LinJ.27.0090. O melhor resultado de e-value
foi uma sequéncia da familia CYP4. Ainda dentro da familia CYP4, foram
encontradas outras 3 sequéncias homdlogas putativas (agrupadas em azul claro na
tabela). Além dessa familia humana, também foram encontradas outras 3 familias

humanas potencialmente similares a LinJ.27.0090: CYP5, com 12 sequéncias
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identificadas do CYPED (agrupadas em cinza na tabela); CYP46, com 3 sequéncias
identificadas no CYPED (agrupadas em rosa na tabela escuro); e CYP2, com
apenas 1 sequéncia identificada no CYPED (agrupada em marrom na tabela).

Na Tabela 5.3, foram identificadas as sequéncias bumanas potencialmente
similares do CYPED para a sequéncia LinJ.30.3610, que obteve a maior quantidade
de sequéncias homologas putativas humanas, totalizando 49 sequéncias. O melhor
resultado estatisticamente significativo foi uma sequéncia pertencente a familia
CYP26, porém outras 10 sequéncias dessa mesma familia também foram
identificadas como potencialmente similares (agrupadas em lilas na tabela). A
proxima familia humana com representantes potencialmente similares para
Lind.30.3610 foi CYP3, a qual foram identificadas 25 sequéncias humanas
potencialmente similares (agrupadas em amarelo na tabela). Outras duas familias
humanas também foram identificadas como potencialmente similares para essa
sequéncia de L. infantum: CYP51 (agrupadas em azul claro na tabela) e CYP19
(agrupadas em verde escuro na tabela), com 6 sequéncias humanas identificadas do
CYPED cada uma.

A Ultima sequéncia de L. infantum identificada, Lind.34.3110, obteve 13
sequéncias humanas potencialmente similares identificadas no CYPED (Tabela 5.4).
A sequéncia com maior significAncia estatistica pertence a familia CYP4. Porém,
outras 11 sequéncias dessa mesma familia também foram identificadas como
potencialmente similares (agrupadas em azul claro na tabela). As outras duas
sequéncias potencialmente similares pertencem a familia CYP46 (agrupadas em

rosa na tabela).

41



Tabela 5.1. Sequéncias P450 putativas a LinJ.11.1100 e suas sequéncias potencialmente homdlogas humanas e depositadas no banco de dados CYPED (verde —
familia CYP51; laranja — familia CYP39).

o At Area de Area de
% identidade cobertura na cobertura na
Identificador TritryDB Identificador CYPED entre as Score | E-value P P
sequéncias sequéncia sequéncia
CYPED TritrypDB
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Tabela 5.2. Sequéncias P450 putativas a LinJ.27.0090 e suas sequéncias potencialmente homologas humanas depositadas no banco de dados CYPED ( azul —
familia CYP4; cinza — familia CYPS5; rosa — familia CYP46; marrom — familia CYP2).

% Area de Area de
Identificador TritryDB Identificador CYPED identidade Score E-value CObertP ra na cobertfj ra na
entre as sequéncia sequéncia
sequéncias CYPED TritrypDB
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Tabela 5.3. Sequéncias P450 putativas a LinJ.30.3610 e suas sequéncias potencialmente homologas humanas depositadas no banco de dados CYPED (lilas —
familia CYP26; amarelo — familia CYP3; verde claro - familia CYP51; verde escuro — familia CYP19).

- . - % identidade coé:tzgaena coé::tzgaena
Identificador TritryDB Identificador CYPED s:qn:;z;‘s Score | e-value sequéncia seguéncia
CYPED TritrypDB
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|7704|pid|5312|hfid|330|sfid|26]|Homosapiens 24,837 296 |5,24E-29 | 0,877263581 | 0,868110236
Lind.30.3610:mRNA-p1 sid|7700]|pid|5312|hfid|330|sfid|26]|Homosapiens 24,837 291 |2,02E-28 | 0,877263581 | 0,868110236
Lind.30.3610:mRNA-p1 sid|7742|pid|5343|hfid|330|sfid|26]|Homosapiens 25,515 286 |5,08E-28 | 0,862149533 | 0,732283465
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|11921|pid|8606|hfid|65|sfid|3|Homosapiens|syntheticconstruct 23,554 255 | 1,18E-23 | 0,906560636 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|11917|pid|8606|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 23,554 248 | 8,95E-23 | 0,908366534 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|11923|pid|8606|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 23,347 248 |9,03E-23 | 0,908366534 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|11984|pid|8650|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 23,909 244 | 2,74E-22 | 0,908536585 | 0,887795276
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|11985|pid|8650|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 23,909 243 | 3,03E-22 | 0,908536585 | 0,887795276
Lind.30.3610:mRNA-p1 sid|7819|pid|5395|hfid|330|sfid|26|Homosapiens 23,877 240 |8,50E-22 | 0,77734375 0,801181102
Lind.30.3610:mRNA-p1 sid|7833|pid|5395|hfid|330|sfid|26]|Homosapiens 2435 239 |1,24E-21| 0,77734375 | 0,801181102
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|7901|pid|5427 |hfid|330|sfid|26|Homosapiens 24,093 233 | 2,19E-21| 0,930769231 | 0,730314961
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LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|7900]pid|5427 |hfid|330|sfid|26|Homosapiens 24,292 236 |2,27E-21| 0,804040404 | 0,801181102
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12160]pid|8775|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,246 231 |1,58E-20 | 0,854205607 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12158]pid|8775|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,246 229 |2,08E-20 | 0,908548708 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12111|pid|8745|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 21,166 227 |3,59E-20 | 0,888888889 | 0,874015748
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12159)|pid|8775|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,034 223 | 1,21E-19| 0,908548708 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12032|pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,669 222 | 1,39E-19| 0,908548708 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12034|pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 21,992 222 | 156E-19| 0,912524851 | 0,897637795
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12260]pid|8846|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,292 222 | 1,68E-19| 0,908548708 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12031|pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,669 221 | 2,04E-19| 0,908548708 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12028)pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,292 221 |2,32E-19| 0,908548708 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12112|pid|8745|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 21,166 220 |3,09E-19| 0,888667992 | 0,874015748
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12075|pid|8719]hfid|65|sfid|3|Homosapiens 21,83 220 |3,16E-19| 0,908730159 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12075|pid|8719]hfid|65|sfid|3|Homosapiens 21,83 220 |3,16E-19| 0,908730159 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12033|pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,453 219 | 3,77E-19| 0,908366534 | 0,893700787
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LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12035|pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 22,876 213 | 1,64E-18| 0,911704312 | 0,868110236
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12238|pid|8832|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 21,868 213 | 2,00E-18 | 0,908366534 | 0,893700787
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|110300|pid|8684|hfid|65sfid|3|Homosapiens 23,094 212 | 2,44E-18| 0,890495868 | 0,842519685
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12030pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 23,094 212 | 2,49E-18 | 0,886831276 | 0,842519685
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12029|pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 23,094 212 | 2,68E-18| 0,888659794 | 0,842519685
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12029)pid|8684|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 23,094 212 | 2,68E-18| 0,888659794 | 0,842519685
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|8020)pid|5523|hfid|330|sfid|[26|Homosapiens 23,702 212 |3,12E-18| 0,798850575 | 0,803149606
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|7756)pid|5352|hfid|330|sfid|[26|Homosapiens 23,656 210 |3,57E-18| 0,796338673 | 0,702755906
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|7755pid|5352|hfid|330|sfid|26|Homosapiens 24,194 208 |5,03E-18| 0,796338673 | 0,702755906
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|8018|pid|5523|hfid|330|sfid|26|Homosapiens 23,476 207 |1,09E-17 | 0,798850575 | 0,803149606
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|35284pid|25457|hfid|375|sfid|51|syntheticconstruct 20,79 170 |4,75E-13 | 0,878431373 | 0,887795276
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|12113|pid|8745|hfid|65|sfid|3|Homosapiens 20,892 167 |546E-13| 0,978571429 | 0,801181102
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|35283|pid|25457|hfid|375|sfid|51|Homosapiens 20,79 169 |5,64E-13| 0,880157171 | 0,887795276
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|35361|pid|25499]hfid|375|sfid|51|Homosapiens 21,327 168 |5,66E-13 | 0,845986985 | 0,793307087
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LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|35370|pid|25507|hfid|375|sfid|51|Homosapiens 21,327 167 |6,69E-13 | 0,868596882 | 0,793307087
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|35291|pid|25457|hfid|375|sfid|51|Homosapiens 20,954 167 |9,01E-13 | 0,890656064 | 0,887795276
LinJ.30.3610:mRNA-p1 sid|35290|pid|25457|hfid|375|sfid|51|Homosapiens 20,79 167 [1,08E-12| 0,880157171 | 0,887795276
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Tabela 5.4. Sequéncias P450 putativas a LinJ.34.3110 e suas sequéncias potencialmente homologas humanas depositadas no banco de dados CYPED (azul —
familia CYP4; rosa — familia CYP46).

Area de Area de
Score E-value sobreposicdo na sobreposicado na
sequéncia CYPED | sequéncia TritrypDB

% identidade entre

Identificador TritryDB Identificador CYPED n .
as sequéncias
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5.2. Identificagdo das sequéncias humanas do CYPED no Consércio Uniprot
Knowledgebase

Quando realizamos 0 mapeamento das sequéncias humanas identificadas no
CYPED a fim de encontrar sequéncias correspondentes no banco de dados Uniprot,
ocorreu o esperado: em cada uma das sequéncias de L. infantum, pelo menos uma
sequéncia humana obteve apenas uma sequéncia correspondente no banco de
dados Uniprot. Porém, ocorreu outra situagao: duas ou mais sequéncias humanas
identificadas no CYPED obtiveram a mesma sequéncia correspondente no banco de
dados Uniprot. Tomemos como exemplo a sequéncia LinJ.11.1100: a sequéncia
sid|35361|pid|25499|hfid|375|sfid|51|HOomosapiens (segunda sequéncia da
segunda coluna da tabela 5.5) identificada no CYPED teve correspondéncia com o
identificador Uniprot Q16850, depositada no banco de dados Swiss-Prot e anotada
como Lanosterol 14-alpha demethylase, ou CYP51A1 de humanos. Isso também
ocorreu com a sequéncia sid|35370|pid|25507|hfid|375|sfid|51|Homosapiens,
(primeira sequéncia da segunda coluna da tabela 5.5) que obteve correspondéncia
com o identificador BBKRC6 do banco de dados TrEMBL, que esta anotada como
um produto denominado cDNA FLJ34004 fis, clone FCBBF1000232, highly similar to
Cytochrome P450 51A1. Ainda dentro das analises da sequéncia LinJ.11.1100, trés
sequéncias identificadas no CYPED obtiveram correspondéncia com a sequéncia do
Uniprot Q9NYL5, anotada no banco de dados Swiss-Prot como a 24-
hydroxycholesterol 7-alpha-hydroxylase, ou CYP39A1 de humanos; e outras duas
sequéncias do CYPED obtiveram correspondéncia com o identificador Uniprot
B7Z786, anotada no banco de dados TrEMBL como ¢cDNA FLJ53106, highly similar
to Cytochrome P450 39A1 (Tabela 5.5). Esse padrao de mapeamento ocorreu para
todas as outras sequéncias de L. infantum: ora apenas uma sequéncia do CYPED
obteve correspondéncia com apenas uma sequéncia do banco de dados Uniprot; ora
duas ou mais sequéncias do CYPED obtiveram correspondéncia com a mesma

sequéncia depositada no Uniprot (vide Tabelas 5.6, 57 e 5.8)
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Tabela 5.5. Sequéncias humanas homdlogas putativas de LinJ.11.1100 identificadas e classificadas no consércio Uniprot Knowledgebase. A sequéncia em
negrito representa a sequéncia de melhor significado estatistico (potencialmente similares) dentre as sequéncias identificadas no CYPED.

Iden-tlflcador Identificador CYPED Identlflcador Nome de entrada Base de Nome da Proteina Tamanho
TritryDB Uniprot Dados
cDNA FLJ34004 fis, clone
sid|35370|pid|25507|hfid|375| B3KRC6 B3KRC6 HUMAN TrEMBL FCBBF 1000232, highly 449
sfid|51|Homosapiens - similar to Cytochrome
P450 51A1
. . ) Lanosterol 14-alpha
5id|35361|pid|25499|hfid|375 Q16850 CP51A_HUMAN | Swiss-Prot demethylase 503
sfid|51|Homosapiens (EC 1.14.14.154)
sid|11813|pid|8536|hfid|360|
LinJ.11.1100: sfid|39|Homosapiens
MRNA-p1 ) . . 24-hydroxycholesterol 7-
sid|11812|pid|8536|hfid|360] QINYL5 CP39A_HUMAN | Swiss-Prot alpha-hydroxylase 469
sfid|39|gb|Homosapiens (EC 1.14.14.26)
sid|11814|pid|8536|hfid|360|
sfid|39|Homosapiens
sid|11757|pid|8495]|hfid|360|
sfid|39|Homosapiens cDNA FLJ53106, highly
B7Z786 B7Z786_HUMAN TrEMBL similar to Cytochrome 449
sid|11756|pid|8495|hfid|360| P450 39A1
sfid|39|gi|Homosapiens
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Tabela 5.6. Sequéncias humanas homologas putativas de LinJ.27.0090 identificadas e classificadas no consércio Uniprot Knowledgebase. A sequéncia em
negrito representa a sequéncia de melhor significado estatistico (potencialmente similares) dentre as sequéncias identificadas no CYPED.

Iden_tlflcador Identificador CYPED Identl_flcador Nome de entrada Base de Nome da Proteina Tamanho
TritryDB Uniprot Dados
sid|13296|pid|9674|hfid|162| el Cytochrome P450 4F8 (EC 1.14.14.1)
sfid|4|Homosapiens P98187 CP4F8_HUMAN | Swiss-Prot (CYPIVF8) 520
sid|9632|pid|6756]|hfi|18| Cytochrome P450, family 2, subfamily
sfid|2|Homosapiens Q53EX9 Q53EX9_HUMAN | TrEMBL C, polypeptide 18 variant (Fragment) 490
sid|56928|pid|40330|.hfid|187| BADVP1 B4ADVP1 HUMAN | TrEMBL cDNA FLJ59444, highly similar to 514
sfid|5|Homosapiens - Thromboxane-A synthase
sid|12455|pid|9002|hfid|365| )
LinJ.27.0090:m sfid|46|Homosapiens Q16743 Q16743_HUMAN | TrEMBL Cytochrome P-450 Il C (Fragment) 356
RNA-p1
cDNA, FLJ95537, highly similar to
3|d|13_297|p|d|9674|hf|d|162| B2RBJO B2RBJO_HUMAN | TrEMBL Homo sapiens c;ytochrome P¢_150, 520
sfid|4|Homosapiens family 4, subfamily F, polypeptide 8
(CYP4F8), mMRNA
sid|13957|pid|10216|hfid|154|
sfid|4|Homosapiens Cytochrome P450 4V2 (EC 1.14.14.-)
el (Docosahexaenoic acid omega-
Q6ZWL3 CP4V2_HUMAN | Swiss-Prot hydroxylase CYP4V2) (EC 525
sid|13960|pid|10216|hfid|154| 1.14.14.79)

sfid|4|Homosapiens
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LinJ.27.0090:
mRNA-p1

sid|56985|pid|40377|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56983|pid|40377|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56897|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56893|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56889|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56887|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56888|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56891|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56892|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56896|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

sid|56890|pid|40302|hfid|187|
sfid|5|Homosapiens

P24557

THAS_HUMAN

Swiss-Prot

Thromboxane-A synthase (TXA
synthase)
(EC 5.3.99.5)

Cytochrome P450 5A1

533

sid|12455|pid|9002|hfid|365|
sfid|46|Homosapiens

sid|12479|pid|9012|hfid|365]|
sfid|46|Homosapiens

Q9YBA2

CP46A_HUMAN

Swiss-Prot

Cholesterol 24-hydroxylase (CH24H)
(EC 1.14.14.25)
Cytochrome P450 46A1

500
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Tabela 5.7. Sequéncias humanas homdlogas putativas de LinJ.30.3610 identificadas e classificadas no consércio Uniprot Knowledgebase. A sequéncia em
negrito representa a sequéncia de melhor significado estatistico (potencialmente similares) dentre as sequéncias identificadas no CYPED.

sid|7901|pid|5427 |hfid|330|
sfid|26|Homosapiens

sid|7900|pid|5427 |hfid|330|
sfid|26|Homosapiens

(EC 1.14.13.-)

|dentificador Identificador CYPED |dentificador | Nome de Base de Nome da Proteina Tamanho
TritryDB Uniprot entrada Dados
sid|7704|pid|5312|hfid|330|
sfid|26|Homosapiens
: ; . Cytochrome P450 26A1
d|7700|pid|5312|hfid|330
sid|7700|pid|5312|nfid|330)] 043174 | CP26A_HUMAN | Swiss-Prot | (Retinoic acid 4-hydroxylase) | 497
sfid|26|Homosapiens
(EC 1.14.13.-)
sid|7742|pid|5343|hfid|330|
sfid|26|Homosapiens
Lind.30.3610:
mRNA-p1 sid|7819|pid|5395]hfid|330|
sfid|26|Homosapiens
sid|7833|pid|5395]hfid|330|
sfid[26|Homosapiens Cytochrome P450 26B1
QO9NR63 CP26B_HUMAN | Swiss-Prot (Cytochrome P450 26A2) 512

54



Lind.30.3610:
mRNA-p1

sid|11921pid|8606|hfid|65|sfid|3|

Cytochrome P450 3A5 (EC

Homosapiens|syntheticconstruct P20815 CP3AS_HUMAN | Swiss-Prot 1.14.14.1) 502
. . ) cDNA FLJ51521, highly
S'dI;ﬁgéﬁ’h"(‘)‘:}'ﬂiﬁi“'&ﬂg'65 B4DPQ5 B4DPQ§—HUMA TrEMBL | similar to Cytochrome P450 323
P 3A4
cDNA, FLJ94431, highly
. . , similar to Homo sapiens
Sld||;f1i(?|137|ll-|pcljcrj1|1i2(a)|6|i2:2|65 B2R9K2 BzRgKf\l—HUMA TrEMBL cytochrome P450, family 3, 502
P subfamily A, polypeptide 5
(CYP3A5), mRNA
sid|12075|pid|8719]|hfid|65 Q16743 Q16743 HUMAN TrEMBL Cytochrome P-450 11 C 356
sfi omosapiens - ragment
|sfid|3|H i (F )
. . ) Cytochrome P450, family 3,
S'd'I;Jigé?hpﬂizgfs'i222|65 Q53GC3 053GC§—HUMA TrEMBL subfamily A, polypeptide 5 502
P variant (Fragment)
sid|11984|pid|8650]|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens cDNA FLJ56918, highly
B7Z3P6 B7Z3P?\I—HUMA TrEMBL | similar to Cytochrome P450 492
sid|11985|pid|8650|hfid|65 3A5
|sfid|3|Homosapiens
sid|12160|pid|8775|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens
sid|12158|pid|8775]nfid|65 P24462 | CP3A7_HUMAN | Swiss-Prot | Cviochrome PaS03A7(EC | goq

|sfid|3|Homosapiens

sid|12159|pid|8775]|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

1.14.14.1)
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Lind.30.3610:
mRNA-p1

sid|12034|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

Q72448

Q72448 _HUMA
N

TrEMBL

Cytochrome P450 (Fragment)

430

sid|12112|pid|8745]hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12111|pid|8745]hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

QOHB55

CP343_HUMAN

Swiss-Prot

Cytochrome P450 3A43 (EC
1.14.14.1)

503

sid|12032|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12260|pid|8846|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12031|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12028|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12075|pid|8719]hfid|65
|sfid|3]Homosapiens

sid|12033|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12035|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12238|pid|8832|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|110300|pid|8684|hfid|65
|sfid|3]Homosapiens

sid|12030|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

sid|12029|pid|8684|hfid|65
|sfid|3|Homosapiens

P08684

CP3A4_HUMAN

Swiss-Prot

Cytochrome P450 3A4
(EC 1.14.14.-)

503

56




Lind.30.3610:
mRNA-p1

sid|35284|pid|25457|hfid|375
|sfid|51|syntheticconstruct

sid|35283|pid|25457|hfid|375
|sfid|51|Homosapiens

Lanosterol 14-alpha
demethylase (EC

$id[35361|pid|25499]nfid|375 Q16850 CP51A_HUMAN | Swiss-Prot 503
|sfid|51|Homosapiens - 1.14.14.154) (Cytochrome
P450 51A1)
sid|35291|pid|25457|hfid|375
|sfid|51|Homosapiens
sid|35290|pid|25457|hfid|375
|sfid|51|Homosapiens
Cytochrome P450, family
$d|6093]pid|4145]nfid[316 AOA024R5S8 | AOA024R5S8_HUMAN | TrEMBL 19, subfamily A, 503
|sfid|19||Homosapiens polypeptide 1, isoform
CRA _a
. . ) Cytochrome P450, family
5id|6104|pid|4145]nfid[316 Q8IYG4 Q8IYG4 HUMAN | TrEMBL 19, subfamily A, 503
|sfid|19]Homosapiens .
polypeptide 1
cDNA FLJ75846, highly
similar to Homo sapiens
sid|6091|pid|4145]hfid|316 ABKEW3 ABK6W3_HUMAN TrEMBL cytochrome P450, family 503

|sfid|19|Homosapiens

19, subfamily A,
polypeptide 1 (CYP19A1),
transcript variant 1, mRNA

57




Lind.30.3610:
mRNA-p1

sid|6098|pid|4145|hfid|316
|sfid|19|Homosapiens

sid|6095|pid|4145|hfid|316
|sfid|19|Homosapiens

sid|6119|pid|4156|hfid|316
|sfid|19|Homosapiens

P11511

CP19A_HUMAN

Swiss-Prot

Aromatase (Cytochrome
P450 19A1) (Estrogen
synthase) (EC 1.14.14.14)

503
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Tabela 5.8. Sequéncias humanas homoélogas putativas de LinJ.34.3110 identificadas e classificadas no consércio Uniprot Knowledgebase. A sequéncia em
negrito representa a sequéncia de melhor significado estatistico (potencialmente similares) dentre as sequéncias identificadas no CYPED.

sfid|4|Homosapiens

sid|12625|pid|9125]|hfid|120|
sfid|4|Homosapiens

acid synthase)
(EC 1.14.14.80)

Iden_tlflcador Identificador CYPED Identl_flcador Nome de entrada Base de Nome da Proteina Tamanho
TritryDB Uniprot Dados
sid|14108|pid|10336|hfid|120| e Cytochrome P450 421
sfid|4|Homosapiens Q86W10 CP4Z1_HUMAN Swiss-Prot (EC 1.14.14.1) 505
sid|12993|pid|9425|hfid| 120] Q8IZB0 Q81ZB0_HUMAN Cytochrome P450 4B1 497
sfid|4|Homosapiens
sid|12626|pid|9125]|hfid|120| AOAOCA4DFV7_
sfid|4|Homosapiens AOAOC4DFV7 HUMAN TrEMBL Cytochrome P450 4A11 455
LinJ.34.3110:
mRNA-p1 . . ) .
sid|12624|pid|9125]|hfid|120] Fatty acid omega-
sfid|4|Homosapiens Q16802 Q16802_HUMAN hydroxylase 521
sid|12761|pid|9227|hfid|120|
sfid|4|Homosapiens
Cytochrome P450 4A11
(20-
sid|12623|pid|9125]|hfid|120| Q02928 CP4AB_HUMAN Swiss-Prot hydroxyeicosatetraenoic 519
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Lind.34.3110:
mRNA-p1

sid|12455|pid|9002|hfid|365|
sfid|46|Homosapiens

Cholesterol 24-hydroxylase

QI9YBA2 CP46A _HUMAN | Swiss-Prot (Cytochrome P450 46A1) 500
sid|12479|pid|9012|hfid|365| (EC1.14.14.25)
sfid|46|Homosapiens
sid|12995|pid|9425|hfid|120|
sfid|4|Homosapiens
sid|12996|pid|9425|hfid|120|
sfid|4|Homosapiens
P13584 CP4B1_HUMAN | Swiss-Prot Cytochrome P450 4B1 511

sid|12997 |pid|9425|hfid|120
|sfid|4|Homosapiens

sid|12998|pid|9425]|hfid|120]
sfid|4|Homosapiens

(EC 1.14.14.1)
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5.3. Predicao funcional in silico das sequéncias P450 potencialmente
homoélogas de L. infantum.

As analises de predi¢cao funcional in silico nos bancos de dados do consorcio
InterPro das sequéncias P450 putativas demonstraram que todas as 4 sequéncias
de L. infantum, obtidas das analises por similaridade local com as enzimas humanas
depositadas no CYPED, possuem assinaturas caracteristicas da superfamilia das

enzimas Citocromo P450, como podemos observar na Tabela 5.9.

Tabela 5.9. Predigbes funcionais encontradas no banco de dados InterPro através da ferramenta
Interproscan das sequéncias P450 putativas de L. infantum.

InterPro Pfam Prosite Prints Superfamily
Sequéncia Familia
putativa de . Assinatura Assinatura Assinatura Assinatura
; ; Associada
Leishmania
Cytochrome
P450 cysteine | E-class P450
. Cytochrome Cytochrome : Cytochrome
Lind.11.1100 P450 P450 heme-lron group v P450
ligand signature
signature
E-class P450
Cytochrome group IV
. Cytochrome Cytochrome P450 cy§te|ne signature Cytochrome
Lind.27.0090 P450 P450 heme-iron P450
ligand P450
signature superfamily
signature
Cytochrome
P450 cysteine | E-class P450
. Cytochrome Cytochrome . Cytochrome
Lind.30.3610 P450 P450 he_me-lron group \% P450
ligand signature
signature
E-class P450
Cytochrome group IV
P450 cysteine signature
LinJ.34.3110 Cytochrome Cytochrome heme-iron Cytochrome
P450 P450 . P450
ligand P450 _
signature superfamily
signature

A Tabela 5.10 demonstra a classificagdo das 4 sequéncias baseadas na
ontologia génica definida pelo consércio Gene Onthology. Todas as sequéncias sao
associadas ao processo biologico principal de oxidagcdo-reducdo. Porém, a
sequéncia LinJ.11.1100 ainda possui como processo biolégico associado metilagao
e desmetilagao. Todas as sequéncias possuem como fungdo molecular associada a

ligacao ao heme e também ao ion ferro, assim como atividade de monooxigenase e
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oxirredutase (na sequéncia LinJ.11.1100 essa atividade é caracterizada como “sterol
14-demethylase activity” — dado ndo mostrado na tabela). A sequéncia Lind.27.0090
tem também como fungdo molecular associada a atividade hidroxilase do anel beta-
caroteno. Ja na categoria componente celular, as sequéncias possuem classificagao
de componente integral de membrana (dado nao nostrado na tabela), mas cada uma
das sequéncias possui suas particularidades nessa categoria. A sequéncia
LinJ.11.1100 é componente do reticulo endoplasmatico, da membrana plasmatica e
do complexo de Golgi. A sequéncia LinJ.27.0090 figura como componente da
membrana do cloroplasto. As sequéncias LinJ.30.3610 e LinJ.34.3110 aparecem
também como componentes do reticulo endoplasmatico, sendo a segunda também

classificada como componente de particulas lipidicas.

Tabela 5.10. Predigbes funcionais de ontologia génica mapeadas no consorcio Gene Onthology

através do programa Argot2.5 das sequéncias P450 putativas de L. infantum.

Sequéncia de L.
infantum
Componente Celular Processo Biolégico Fungao Molecular
potencialmente
homélogo
Reticulo endoplasmatico, L .
. » Oxidagdo-redugéo
Lind.11.1100 membrana plasmatica e L L Ligadora de heme
) Desmetilagdo/metilagédo
complexo de Golgi. Ligadora do ion ferro
Atividade
Reticulo endoplasmatico e monooxigenase
Lind. 34.3110 componente de particulas Atividade
lipidicas oxidoredutase
Lind.30.3610 Reticulo endoplasmatico
Ligadora de heme
Oxidagao-reducao Ligadora do ion ferro
Atividade
monooxigenase
Lind.27.0090 Membrana do cloroplasto Atividade
oxidoredutase
Atividade hidroxilase
do anel beta-
caroteno
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5.4. Predicao das estruturas secundarias baseada no alinhamento multiplo de
sequéncias e localizagcao dos motivos conservados da superfamilia P450.

Uma vez que as estruturas secundarias sdo mais conservadas que a
sequéncia primaria de aminoacidos, € possivel observar o grau de conservagao
entre as sequéncias realizando a predi¢cao das estruturas secundarias. Realizamos o
alinhamento de multiplas sequéncias das 4 sequéncias P450 putativas de L.
infantum. Podemos observar uma conservacao entre a sequéncia anotada como
“putative lanosterol 14-alpha-demethylase” (Lind.11.1100), ou seja, a CYP51A1 de L.
infantum, e as sequéncias anotadas como “cytochrome p450-like protein’
(Lind.34.3110, LinJ.27.0090, LinJ.30.3610), com a colocalizagao in silico das
estruturas a-hélice e B-folha entre as 4 sequéncias. As regides destacadas
correspondem aos tipicos motivos de assinatura da superfamilia P450: AGXXT
(dominio de ligagao ao oxigénio na hélice | — em verde), EXXR (dominio C-terminal
da hélice K — em cinza), e DXXXF ((na hélice K — em amarelo), FXXGXRXCXG (no
dominio de ligacao ao heme — em rosa) (Figura 5.1).

Algumas modificagbes de aminoacidos foram observadas dentro dos motivos
identificados em cada sequéncia de L. infantum. Houve uma troca do aminoacido
glicina (G) para metionina (M) no motivo AGXXT (em verde) na sequéncia
Lind.30.3610, formando o motivo AMXXT. Ambos os aminoacidos glicina e metionina
pertencem a classe de aminoacidos apolares alifaticos. Também houve uma troca
de aminoacidos no motivo DXXXF (em amarelo): na sequéncia Lind.30.3610, o
aminoacido fenilalanina (F) foi modificado por uma metionina (M), formando o motivo
DXXXM. Ambos os aminoacidos também pertencem a classe de aminoacidos
apolares, porém, a fenilalanina pertence ao grupo de aminoacidos aromaticos. Além
disso, a localizagcdo dentro de cada uma das 4 sequéncias de L. infantum também
apresentou diferencas. Ambos os motivos de ligagdo ao heme — FXXGXRXCXG —
(em rosa) e o motivo da hélice K — EXXR — (em azul) estavam em posicao
colocalizada dentro das 4 sequéncias de L. infantum. O motivo AMXXT da
sequéncia Lind.30.3610 apareceu 6 aminoacidos antes da colocalizacdo nas outras
3 sequéncias. Ja o motivo DXXXF das sequéncias Lind11.1100, LinJ.27.0090
LinJ.34.3110 e DXXXM da sequéncia LinJ.30.3610 apareceu em posicoes diferentes
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nas 4 sequéncias (Figura 5.1). Importante ressaltar que essas mudangas

aminoacidos nao impediram o reconhecimento do dominio.
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Figura 5.1. Predicdo de estruturas secundarias através do alinhamento de multiplas sequéncias
das sequéncias P450 putativas de L. infantum, com identificacdo dos motivos AGXXT (verde),
EXXR (cinza), DXXXF (amarelo) e FXXGXRXCXG (rosa). Predigéo e identificacdo de estruturas
secundarias: a-hélice (h) indicada em vermelho e folha- 3 (e) indicada em azul.

5.5. Analise in silico da anotacao de mRNA e da expressao proteica em dados

protedmicos das sequéncias P450 putativas de L. infantum.

A andlise da expressdo do mRNA e da expressao proteica € importante para

corroborar a classificagcdo das sequéncias em moléculas funcionais. Assim, as

andlises in silico demonstram que todas as sequéncias anotadas possuem anotagao

de expressdo do mRNA, com seus respectivos transcritos relacionados as enzimas
P450 (Tabela 5.2): LinJ.11.1100:mRNA transcreve a enzima CYP51A1 com

64



atividade esterol 14-a-desmetilase, conhecida como CYP51A1; Lind.27.0090:mRNA,
LinJ.30.3610:mRNA e LinJ.34.3110:mRNA transcrevem produtos relacionados com
“cytochrome p450-like protein”.

A pesquisa de dados protedbmicos revelou um experimento in silico de
protedmica (PRD000608), publicado na forma de artigo intitulado “A proteogenomic
approach to map the proteome of an unsequenced pathogen - Leishmania
donovani”. Nesse experimento foram identificadas a expressao de 22.322 proteinas
preditas de L. donovani, que possuem similaridade com 3.711 proteinas preditas de
L. infantum, entre elas LinJ.11.1100 e LinJ.27.0090, duas das sequéncias P450

putativas identificadas em nosso estudo.

Tabela 5.11. Anotacdes de expressdo de RNA mensageiro encontradas no conjunto de transcritos
obtidos de banco de dados TriTrypDB das sequéncias P450 putativas de L. infantum.

Sequéncias putativas de P450 - Atividade catalitica do produto do
Coédigo Transcriptoma transcito
Lind.11.1100:mRNA sterol 14-alpha-demethylase
Lind.27.0090:mRNA cytochrome p450-like protein
LinJ.30.3610:mRNA cytochrome p450-like protein
LinJ.34.3110:mRNA cytochrome p450-like protein

5.6. Andlise dos niveis de mRNA das sequéncias P450 putativas de L.
infantum.

Os niveis de expressao de mRNA das sequéncias putativas (CYP27.0090,
CYP30.3610, CYP34.3110 e CYP51) foram conduzidos por g-PCR no RNA total
extraido de culturas de L. infanfum em fase logaritmica (3° dia de cultura). A
expressao génica da CYP51, que codifica a enzima CYP51A1 com atividade esterol
14-a-desmetilase, foi comparada com outras sequéncias putativas. Assim, pudemos
comprovar que os genes que identificamos através de nossas abordagens in silico
sdo de fato transcritos no parasito. Observamos, ainda, que a CYP51 gera 11,6x,
9,8x e 1,4x mais transcritos do que CYP27.0090, CYP30.3610, CYP34.3110,

respectivamente (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Expressao de mRNA em L. infantum por RT-PCR quantitativa em tempo real. As razdes
da expressdao de mRNA da CYP51 foram medidas em L. infantum, e entdo foram comparadas aos
niveis de expressao do gene CYP27.0090, gene CYP30.3610, gene CYP34.3110. A expressao de
GAPDH foi usada para normalizar os dados. Os valores sdo a média de trés experimentos
independentes realizadas com trés preparagdes bioldégicas de RNA. Os dados foram analisados pelo
teste t-student * p> 0,05.

Na figura 5.3 podemos observar que as sequéncias Lind.34.3110 e
Lind.11.1100 possuem valores menores de ACT em relagcdo as outras duas
sequéncias, e os valores de ACT sao inversamente proporcionais a quantidade de
acido nucléico na amostra, entdo quanto menor o valor de ACT, maior € o nivel de
expressao do gene anquela amostra. Assim, estes dois genes possuem um maior
nivel de expressdo que as sequéncias LinJ.27.0090 e LinJ.30.3610. Porém, com
esse resultado podemos concluir novamente que todas as sequéncias sao

transcritas no parasito.
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Figura 5.3. Expressdao de mRNA em L. infantum por RT-PCR quantitativa em tempo real. Sédo
expressos os valores de delta dos valores de CT. A expressdo de GAPDH ou Actina foram usadas
para normalizar os dados. Média de trés experimentos independentes realizadas com trés
preparagoes biolégicas de RNA. Os dados foram analisados pelo teste t-student *# p> 0,05.
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6. Discussao

A necessidade da descoberta e desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento das leishmanioses se justifica pelos problemas enfrentados no
tratamento atual: farmacos de primeira escolha, os antimoniais pentavalentes e
outros farmacos como pentamidina, anfotericina B, miltefosina e paromomicina sao
medicamentos dispendiosos, possuem diversos efeitos colaterais e a maioria deles
necessita da hospitalizacéo do paciente (Alvar et al., 2012).

O desenvolvimento de uma nova molécula como forma inovadora para
tratamento de doencas enfrenta muitas dificuldades, principalmente o longo tempo
entre a descoberta e o licenciamento desse novo composto e os altos custos que
todo esse processo demanda. O interesse das industrias farmacéuticas no
desenvolvimento de novos farmacos para doencgas tropicais negligenciadas € menor
ainda, pois o custo das pesquisas de novos farmacos é conhecidamente alto e a
recuperacao do investimento e a lucratividade sédo de longo prazo (Ekins et al.,
2011). Essas dificuldades tém direcionado as pesquisas a encontrar uma alternativa
que possa facilitar e agilizar a chegada de novos tratamentos na clinica médica.

O reposicionamento de farmacos tem surgido como uma alternativa viavel.
Esse processo possui como principais vantagens a diminui¢do de tempo e custo no
desenvolvimento de novas terapias, pois trabalha-se com farmacos aprovados e
seus aspectos farmacocinéticos e toxicologicos ja sao determinados e
conhecidamente seguros (Oprea & Mestres, 2012).

Como descrito anteriormente, diversas classes de farmacos tém sido alvo de
estudos de reposicionamento. Sobre o tratamento das leishmanioses, duas revisées
recentes mostraram estudos sobre varios medicamentos licenciados de diferentes
classes que ja foram testados contra Leishmania spp., indicando triagem in vitro,
ensaios in vivo e mecanismo de agao e ensaios clinicos (Charlton et al., 2018;
Andrade-Neto et al., 2018). No contexto do reposicionamento de farmacos inibidores
de enzimas P450, a maioria dos estudos foca especificamente a inibigdo da CYP51,
a enzima mais estudada nessa superfamilia (Lepesheva et al., 2018; Debnath et al.,
2017; Gunatilleke et al., 2012).

Muitas ferramentas in silico podem direcionar o conhecimento de possiveis

farmacos candidatos ao reposicionamento através da construgdo de modelos
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preditivos, utilizando informacgdes disponiveis para a comunidade cientifica, como
estudos de proteinas-alvo e estrutura quimica dos farmacos, por exemplo (Prathipati
& Mizuguchi, 2016). Diversos métodos computacionais podem auxiliar a elucidar
esses modelos preditivos como os métodos baseados em alvos, estruturas
quimicas, vias metabdlicas e mecanismo de acgéo (Jin & Wong, 2014).

Ferramentas de bioinformatica tém sido aplicadas em varias pesquisas sobre
o complexo enzimatico P450, como mostra o trabalho de Zhang & Wei (2015), que
compila estudos anteriores sobre essas enzimas utilizando métodos da
bioinformatica estrutural, avaliando o impacto do uso dessas ferramentas no
planejamento de medicamentos.

Baseado nessa compilagao de informacgdes, nosso estudo langou mao do uso
de ferramentas classicas de bioinformatica, com o objetivo de encontrar novas
enzimas P450 no conjunto de proteinas preditas de L. infantum homdélogas as
enzimas humanas, que pudessem ser utilizadas como alvos farmacolégicos no
processo de reposicionamento de farmacos inibidores de enzimas P450 de humanos
para o tratamento das leishmanioses.

Assim, identificamos 4 sequéncias P450 putativas através da busca por
similaridade local entre as enzimas P450 humanas depositadas no banco de dados
CYPED e o conjunto de proteinas preditas de L. infantum. Cada uma das
sequéncias podem ser potencialmente homélogas a diversas familias e subfamilias
das enzimas humanas.

Lisitsa et al (2003) realizou um alinhamento local utilizando a ferramenta
BLASTp de enzimas P450 e demonstrou que as sequéncias compartilham uma certa
similaridade geral, o que justificaria a identificacdo de diversas familias/subfamilias
para cada sequéncia de L infantum no nosso trabalho. Ao mesmo tempo, por meio
de analise de clusters, demonstrou-se que a superfamilia P450 pode ser dividida em
varios grupos de proteinas intimamente relacionadas, revelando forte hierarquia
entre as enzimas P450 de animais, bactérias e fungos e distancia dessa hierarquia
entre as enzimas de plantas. Estima-se que essa similaridade seja de cerca de 10-
30% em enzimas microssomais (Hasemann et al., 1995).

Quando realizamos o mapeamento das sequéncias humanas potencialmente
homologas identificadas no CYPED para cada sequéncia de L. infantum, a fim de

obter uma correspondéncia para cada ums das sequéncias humanas no banco de
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dados de proteinas humanas Uniprot, observamos que varias sequéncias do
CYPED possuem o mesmo identificador no Uniprot, indicando uma redundéancia de
anotacao de sequéncias P450 no banco de dados CYPED, possivelmente de varias
isoformas da mesma enzima. Porém, todas as 4 sequéncias P450 putativas de L.
infantum obtiveram correspondéncia com sequéncias anotadas no banco de dados
SwissProt, um banco de dados curado de anotacado de informacdes de proteinas, o
que suporta que essas sequéncias putativas possam ser homodlogas a enzimas
P450 humanas.

O processo de geragao de bancos de dados, também conhecido no contexto
biolégico como anotagéo, pode ser realizado de duas maneiras: através de anotacéo
manual, gerado com a supervisdo integral ou parcial de especialistas, e esses séo
conhecidos como bancos de dados curados; ou através de anotacdo automatica,
gerado por processos computacionais de forma automatizada (Oliveira, 2011). O
banco de dados CYPED faz parte do consércio BioCatNet, um repositério de banco
de dados especifico de familias de proteinas e foi criado a partir da recuperacao de
informacdes de dados de sequéncias, estruturas e informacdo de anotagao do
GenBank e do Protein Data Bank (PDB), dois bancos de dados de anotagdes de
sequéncias de nucleotideos publicamente disponiveis e suas traducbes de
proteinas. O CYPED é atualizado regularmente por um script automatizado em
linguagem Perl e um BLAST contra a versédo atual do banco de dados GenBank é
realizado e as novas anotacbes de sequéncias e estrutura no GenBank sao
atualizadas e sao classificadas em familias homologas com base em similaridade de
sequéncia (Sirim et al., 2009).

O GenBank é um dos maiores € mais completos bancos de anotacdo de
dados gendmicos no mundo e faz parte de uma Colaboragao Internacional de Banco
de Dados de Sequéncia de Nucleotideos (do inglés INSDC - International
Nucleotide Sequence Database Collaboration), que compreende o DNA DataBank
do Japéao (DDBJ), o European Nucleotide Archive (ENA) e o proprio GenBank no
NCBI. Essas trés organizagdes trocam dados diariamente. Porém, o GenBank nao é
considerado um banco de dados curado, podendo conter inconsisténcias em suas
informacgdes, inclusive dados redundantes relacionados a anotagao génica (Cabral et
al., 2011).
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A presenca de assinaturas, dominios e sitios importantes da superfamilia
P450 identificados nas 4 sequéncias de L. infantum pelo consércio InterPro e a
classificagdo ontolégica, ou seja, anotacdes de processo bioldgico, fungdo molecular
e componente celular relacionados a enzimas P450 constituem um indicio de que
essas sequéncias possam ser caracterizadas como enzimas P450.

Analises de previsao das estruturas secundarias das 4 sequéncias P450
potencialmente homologas de L. infantum também foram realizadas. Uma vez que
as estruturas secundarias sdo mais conservadas do que a sequéncia primaria de
aminodacidos, é possivel observar um grau de conservagdo entre sequéncias de
proteinas. A conservagao observada entre o CYP51A1 de L. infantum (Lind.11.1100)
e as outras sequéncias (Lind.34.3110, LinJ.27.0090, LinJ.30.3610), bem como a
colocalizagao in silico de arranjos que caracterizam estruturas secundarias como a-
hélice e folha- B e identificagdo dos principais motivos caracteristicos da superfamilia
P450 entre as 4 sequéncias indicam uma possivel conservagdo da fungédo entre
estas proteinas putativas.

Hasemann et al (1995) realizou o alinhamento multiplo de estruturas
secundarias de enzimas P450 de 3 espécies de bactérias, e observou que as
regides mais altamente conservadas entre as trés estruturas sao aquelas envolvidas
na ligagdo ao heme, e geralmente, ha uma conservagdo de residuos nao polares
que estabelecem um ambiente hidrofébico para o heme. De maneira semelhante, a
mesma conservagao e colocalizagdo do motivo de ligacado ao heme FXXGXRXCXG
foi encontrada nas 4 sequéncias de L. infantum do nosso estudo, com a mesma
predominancia de aminoacidos hidrofébicos dentro do motivo. No mesmo estudo, foi
realizado o alinhamento das 3 sequéncias P450 bacterianas juntamente com
sequéncias P450 de outras espécies de animais e humanos, e realizou também a
localizagdo de motivos conservados. Como resultado, observou que o alinhamento
da regido da hélice K, que é representado pelo motivo conservado EXXR, mostrou-
se invariante em todas as sequéncias examinadas. Nosso estudo também mostrou
que o motivo EXXR dentro das 4 sequéncias de L. infantum mostrou-se conservado
e colocalizado in silico.

De maneira similar ao nosso trabalho, Li et al. em 2013 conduziu um estudo
para entender o papel das enzimas P450 de uma cepa de Streptomyces virginiae

IBL14, utilizando as mesmas técnicas in silico classicas: comparacdes entre
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sequéncia gendmica e bancos de dados de proteinas através da comparacio pela
ferramenta blastp para identificar novas enzimas putativas; alinhamento com
sequéncias P450 de outras espécies do género Streptomyces para realizar a
predicao das sequéncias de aminoacidos; identificacdo de motivos caracteristicos e
pesquisa por homdélogos bacterianos mais proximos; na tentativa de classificar as
sequéncias putativas nas correspondentes familias e subfamilias P450.

Dados de transcriptoma mostraram que todas as 4 sequéncias P450
potencialmente homodlogas de L. infantum possuem dados experimentais de
anotacgao de expressao de mRNA, e foram confirmadas através dos nossos ensaios
dos niveis de expressao relativa dos genes pela técnica de qPCR. A expressao
relativa dos 3 genes classificados como “cytochrome p450-like protein”
(Lind.27.0090, LinJ.30.3610 e LinJ.34.3110) foram comparados aos niveis de
expressao da sequéncia Lind.11.1100, anotado como a CYP51 de L. infantum, pois
esse gene ja é conhecido por ser expresso em espécies de Leishmania e € uma
importante enzima da via de biossintese de esterois. Os resultados de expressao
relativa dessas 3 sequéncias podem indicar que estas podem potencialmente ser
expressas em proteinas, assim como a CYP51. Além disso, nossos dados mostram
que as sequéncias LinJ.34.3110 e LinJ.11.1100 sdo mais transcritas que as outras
duas sequéncias identificadas.

Dados protedmicos ja existentes na literatura mostram que pelo menos duas
sequéncias P450 putativas identificadas em nosso estudo, LinJ.11.1100 e
Lind.27.0090, sdo potencialmente expressas em L. infantum (através da homologia
com enzimas expressas em L. donovani). Outro estudo recente também utilizou
dados de transcriptoma para identificar e analisar novos genes P450 da Lonicera
Japonica, uma importante planta medicinal (Qi et al., 2017).

Importante ressaltar que ndo ha dados de identificacdo e analise de genes e
proteinas P450 de espécies do género Leishmania que sejam homologas a enzimas
P450 humanas na literatura, ressaltando uma maior importdncia dos dados

apresentados nesse trabalho.
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7. Conclusoes

Nossos resultados in silico demonstraram que as 4 sequéncias P450
putativas de L. infantum encontradas em nossos estudos in silico, assim como todas
as analises de caracterizagao in silico realizadas: analise de anotagao funcional,
identificacdo de motivos caracteristicos da superfamilia, predicdo de estruturas
secundarias, analise in silico da expressao de transcricao, confirmada pelos ensaios
experimentais de expressao relativa das sequéncias e analise de dados in silico de
protebmica das sequéncias, levam a crer que as 4 sequéncias P450 putativas de L.
infantum podem ser caracterizadas como enzimas pertencentes a superfamilia
Citocromo P450.
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