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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania, sendo
transmitidas pela picada de insetos vetores pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomya.
Sdo estimadas 30.000 mortes e 1,3 milhdes de novos casos por ano. Atualmente, a
farmacoterapia disponivel apresenta grandes limitacbes no que concerne a eficacia e,
principalmente, a elevada toxicidade, efeitos adversos e alto custo de algumas terapias. Por
estas razbes, € premente a necessidade de novas alternativas terapéuticas que sejam mais
eficazes. Devido ao alto custo do processo tradicional de descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos, estratégias alternativas vém sendo desenvolvidas para acelerar e economizar
esse processo. Dentre elas, destaca-se o reposicionamento de farmacos, que consiste em
buscar novas aplicagdes terapéuticas para farmacos disponiveis no mercado. O objetivo do
presente trabalho foi a busca e identificacdo de farmacos aprovados e disponiveis no mercado
com potencial atividade leishmanicida, utilizando técnicas de bio- e quimioinformatica, e,
posteriormente, a avaliacdo experimental desses farmacos em ensaios in vitro contra formas
amastigotas e promastigotas de Leishmania. Inicialmente, construiu-se um banco de dados de
genes de Leishmania genes comuns a cinco espécies (L. amazonensis, L. major, L.
braziliensis, L. infantum e L.mexicana), e especificos do género Leishmania, tentando
explorar potenciais alvos moleculares efetivos contra todas as espécies e essenciais ao
processo de diferencigdo e desenvolvimento do parasito. Esse banco de dados foi utilizado
para interrogar 2 bases de dados de farmacos aprovados (DrugBank, TTD), na tentativa de
identificar alvos homologos validados para outras doencas. Além disso, foram gerados
modelos de relacdo quantitativa entre estrutura e atividade (QSAR) binarios, a partir de dados
de ensaios fenotipicos disponiveis na literatura, utilizando diferentes descritores e 2 métodos
de aprendizado de maquina; posteriormente foram construidos modelos por consenso,
combinando os modelos individuais. A estratégia de busca por homologia permitiu a
identificacdo de 36 novos possiveis alvos moleculares, que precisam ser validados
experimentalmente, e 122 farmacos. Desses 122 compostos, 28 tem atividade leishmanicida
reportada na literatura, demonstrando a alta capacidade dessa estratégia em identificar essas
moléculas. Cinco dos farmacos selecionados por essa metodologia foram avaliados in vitro
contra formas promastigota do parasito (lansoprazol, ibuprofeno, sertaconzol, nilutamida e
clomifeno) e trés apresentaram atividade (mais de 50% de morte dos parasitos) na triagem
biolégica com 100 pM. Esses farmacos (ibuprofeno, sertaconzol, e clomifeno) foram
encaminhados para determinacdo da concentracdo efetiva em 50%. Ibuprofeno apresentou
CE50 de 55,08 uM, e Sertaconazol CE50 < 15 uM . A CE50 do clomifeno 5,75 puM ficou
abaixo da CE50 da pentamidina (7,24), farmaco padrédo, sugerindo um potencial de atividade
interessante, que precisa ser confirmada contra amastigotas.Além disso, os modelos de QSAR
gerados apresentaram parametros estatisticos adequados, especialmente os modelos por
consenso. Esses modelos podem ser utilizados como filtros em processo de triagem virtual,
ajudando na selecdo de mais compostos potencialmente ativos. O presente trabalho foi efetivo
na identificacdo de novos compostos com potencial para serem reposicionados.

Palavras-chave: leishmaniose, reposicionamento de farmacos, bioinformatica, QSAR, triagem
virtual, ensaios in vitro.
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ABSTRACT

Leishmaniases are diseases caused by more than 20 protozoa parasites belonging to the genus
Leishmania, and transmitted through the bite of infected female phlebotomine sandflies. An
estimated 20,000 to 30,000 deaths and 1.3 million new cases occur annually. Currently
available drugs have serious limitations regarding their efficacy and especially their toxicity,
side effects and costs. Thus, there is a pressing need for new therapies that are safer and more
effective. Due to the high costs of traditional process of drug discovery and development,
alternative strategies have been developed to speed up this process, and reducing its costs.
Among them, there is the drug repositioning, which is the discovery of new therapeutic
applications for drugs already on the market. The aim of this work was the search and
identification of drugs approved and clinically available with potential antileishmanial
activity, using bio- and cheminformatics approaches, and experimental validation of these
drugs using in vitro assays. Initially, we generated a database of Leishmania genes that are
common to five species (L. amazonensis, L. major, L. braziliensis, L. infantum e L.mexicana),
specific to the genus Leishmania, trying to explore potential molecular targets that could be
effective against all species and essential to the process of development and differentiation of
the parasite. This database was used to interrogate three database of approved drugs
(DrugBank, STITCH, and TTD) aiming to identify homologues of validated targets for other
diseases. Furthermore, binary QSAR models were generated from phenotypic assay data,
using different descriptors, and two machine learning methods, and then consensus models
were built. Homology serach allowed the identification of 36 new potential molecular targets
that need to be validated experimentally, and 122 drugs. Of these 122 compounds, 28 were
previously reported on the literature as actives. Five drugs not yet tested were selected for
biological screening in vitro against promastigotes (lansoprazole, ibuprofen, sertaconzole,
nilutamide and clomifen). Three of them showed activity at 100 uM: ibuprofen (IC50 55,08
pUM), sertaconazole (IC50 < 15 pM) and clomifen (1C505,75 uM), more potent than the
standard (pentamidine IC50 7,24), suggesting a potential activity, which must be confirmed
against amastigotes. Besides that, the QSAR models generated had adequate statistical
parameters, especially for consensus models. The best models can be used as filters in a
virtual screening process. In vitro assays in the promastigote form of L. amazonensis were
standardized, and used to successfully identify new potential candidates for drug
repositioning.

Keywords: leishmaniasis, drug repositioning, bioinformatics,QSAR, virtual screenig, in vitro
assays.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aindustria farmacéutica e as Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN)

No contexto da pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos, 0s
investimentos sdo majoritariamente feitos pelas inddstrias farmacéuticas. Esse panorama
justifica-se pelo imenso retorno financeiro gerado nesse mercado: em 2011, movimentou
cerca de U$880 bilhdes (ADEUSI, 2011). Contudo, mesmo com essa perspectiva de um alto
retorno financeiro, a introducdo de um novo farmaco no mercado € um processo complexo,
competitivo, longo, oneroso e com uma probabilidade muito pequena de sucesso. Estima-se
que desde a concepcédo do projeto até a introducdo de um Unico farmaco no mercado, se gasta
de 12 a 15 anos e cerca de US$800 milhdes, podendo em alguns casos chegar a US$ 1,8
bilhdo (PAUL et al., 2010; MESTRE-FERRANDIZ; SUSSEX; TOWSE, 2012).

As industrias farmacéuticas investem cerca de US$50 bilhdes anualmente em P&D
(PHRMA, 2013). Todo esse investimento, entretanto, ocorre de uma maneira muito
desequilibrada, sendo que a grande maioria dos recursos € empregada no desenvolvimento de
farmacos destinados ao tratamento de patologias que assolam paises desenvolvidos, como
doencas cardiovasculares e cancer, por exemplo (MORAN et al., 2009).

O investimento em descoberta e desenvolvimento de farmacos na area de doencas
tropicais negligenciadas (DTN) estd muito aquém do necessario, deixando mais de um bilhdo
de pessoas desamparadas (MORAN et al., 2009; WHO, 2012a), considerando que estratégia
global para o controle dessas doencas, sugerida nos Objetivos de Desenvolvimento do
Milénio (ODM), é a quimioterapia preventiva (MAY, 2007). Essas enfermidades s&o
consequéncias do subdesenvolvimento que atinge varias regides do planeta, especialmente
Africa, Asia e as Américas, (BEYRER et al., 2007) e causaram quatro milhdes de mortes em
2010 (LOZANO et al., 2012).

Apenas 0,6% do investimento mundial em P&D de novos farmacos sdo direcionados
para DTNs (MORAN et al., 2009; LIESE; SCHUBERT, 2009). Nesse contexto estdo doencas
causadas por protozoarios (doenca de Chagas, leishmaniose, doenca do sono), helmintos
(filariose, ascaridiase, oncocercose, esquistossomose), bactérias (hanseniase, tracoma, Ulcera
de Buruli) e virus (dengue, febre amarela, raiva) (WHO, 2010a).

Os ultimos 15 anos foram marcados por aumentos no financiamento e pesquisa de
novos farmacos contra doencas negligenciadas: entre 1975-1999, apenas 1% dos produtos
aprovados tinham como foco DTNs (TROUILLER et al., 2002). Entre 2000-2012 esse valor
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subiu para 4% (37 de 850) (PEDRIQUE et al., 2013). Contudo, esse aumento ainda é
insuficiente, considerando que essas doencas representam 11% da carga global de doencas, e
que apenas 1% dos estudos clinicos registrados em 2011 sdo direcionados para as DTNs
(MURRAY et al., 2012; UTZINGER; KEISER, 2013).

Muito ainda precisa ser realizado para que essa ampliacdo de recursos seja convertida
em farmacos disponiveis para o tratamento dessas enfermidades. Nos proximos anos, a
tendéncia € que a descoberta e o desenvolvimento de farmacos para as DTNs beneficiem-se
de abordagens colaborativas, concebidas para maximizar 0s recursos e conhecimentos
disponiveis. A maior parte dos esforcos atualmente esta baseada em modelos de parcerias
publico-privadas (PPPs) como a iniciativa Medicamentos para Doengas Negligenciadas
(DNDi) (CHATELAIN; IOSET, 2011; GUPTA et al., 2014) e a Medicines for Malaria
Venture (MMV) (JAKOBSEN; WANG; NWAKA, 2011; POLLASTRI, 2014). Vale ressaltar
ainda que poucos estudos clinicos vigentes estdo focados na avaliacdo de novas entidades
quimicas (NEQ) (6%), a maioria nos esforcos estdo concentrados em vacinas (32%) e no
reposicionamento de farmacos (15%) (PEDRIQUE et al., 2013; UTZINGER; KEISER,
2013).

1.2 Leishmaniose

1.2.1 Agente etioldgico

A familia Trypanosomatidae é composta por protozoarios que podem causar doencas
graves em seres humanos como a doenca do sono (Trypanosoma brucei), doenca de Chagas
(Trypanosoma cruzi) e as leishmanioses (Leishmania spp.). A taxonomia esta apresentada na
Figura 1. Parasitos do género Leishmania sdo protozoarios unicelulares, digenéticos,
encontrados nas formas promastigota, nos hospedeiros invertebrados, e amastigota
intracelular, sem flagelo livre, nos hospedeiros vertebrados. A reproducdo ocorre por divisdo
binaria (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007).

Os parasitos do género Leishmania sdo divididos em dois subgrupos, com base no seu
desenvolvimento nos vetores. Espécies do subgénero Leishmania ficam restritas as partes
anterioes e média do trato digestivo dos inseto (desenvolvimento suprapilorico), e sédo
encontrados no Novo e Velho Mundo; espécies do subgénero Viannia desenvolvem-se no
intestino médio e posterior (desenvolvimento peripil6rico), e apresentam as forma

promastigotas (formas livres), e paramastigotas, aderidas a parede do intestino (ileo e/ou
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piloro). O subgénero Vianna ¢é encontrado nas Ameéricas tropical e subtropical (MICHALICK,
2005).

A espécie de Leishmania determina fortemente como a doenca vai evoluir. E essencial
saber a identidade do parasito em cada foco, pois esse conhecimento tem implicacdes para a
compreensdo epidemioldgica, do controle e do tratamento. A identificacdo de rotina pode ser
necessaria em algumas circunstancias, como por exemplo na LTA, em que focos da doenca
podem conter multiplas espécies circulantes (WHO, 2010b).

Amostras desconhecidas (isolados ndo identificados) devem ser comparados com
cepas de referéncia internacionais, que podem ser fornecidas por laboratorios de referéncia
nacionais ou internacionais. Atualmente, a identificacdo isoenzimaticamente, que continua a
ser a técnica de referéncia padrdo do ponto de vista taxonémico, requer a cultura dos
parasitos.  Varias técnicas moleculares também estdo disponiveis, e esses métodos
apresentam a vantagem de poderem ser empregados diretamente com as amostras isoladas dos
pacientes, hospedeiros ou flebotomineos. Entretanto, essas técnicas ainda ndo sao totalmente
padronizadas (WHO, 2010b).

Familia Trypanosomatidae

Género  Crithidia Leptomonas Hemetomonas Blastocrithidia Leishmania Saurcleishmania  Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum

Subgénero Leishmania Viannia
[ ]

Complexo | gonovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana ! L. braziliensis i L. guyanensis
Espicies L Chagas” L. kilicki* L. major L. aethiopica L.amazonensis | Ndo-patogénicas: ! L braziliensis Eﬁe‘sé&n—h;c-it-lo- i L. quyanensis
P L. donovani L. tropica L.garnhami* | VelhoMundo ! L. peruviana L. lainsoni 1 L. panamensis

L. infantum L.mexicana | L. arabica i : !

L. pifanoi* ' L. gerbilli | i !

L. venezuelensis + Novo Mundo ' ' !

i L. aristidesi ! ! !

1 L. enrietti ! : i

'L deanei : i |

I I
' L. hertigi i L ]

Figura 1 - Taxonomia das diversas espécies de Leishmania (modificado de WHO, 2010a).
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1.2.2 Ciclo bioldgico

Existem duas formas morfologicas e bioquimicamente distintas: amastigota e
promastigota. A forma no inseto vetor, promastigota, ¢ movel e dispoe de um flagelo fixado
na organela similar a uma mitocéndria chamada cinetoplasto. Estas formas vivem na glandula
salivar do inseto vetor, sdo alongadas, flageladas e moveis, enquanto as formas amastigotas
sao arredondadas sem flagelo aparente e que infectam células do sistema mononuclear
fagocitico do hospedeiro vertebrado (MURRAY et al., 2005).

No hospedeiro invertebrado o ciclo (Figura 2) se inicia com a picada em um
hospedeiro infectado, ao ingerir macrofagos infectados ou amastigotas livres no sangue. No
intestino do inseto vetor as formas promastigotas passam por um processo denominado de
metaciclogénese, processo pelo qual deixam de se reproduzir e tornam-se formas infectantes,
sendo denominadas promastigotas metaciclicas. As formas reprodutivas, nao infectantes,
prendem-se a parede do tubo digestivo do inseto vetor. Durante a metaciclogénese, as
promastigotas sofrem modificacdes bioquimicas em sua superficie, perdendo assim sua
capacidade de adesao ao epitélio do intestino médio do flebotominio. Como resultado, as
promastigotas metaciclicas destacam-se, migrando para a faringe e cavidade bucal, e siao
transmitidas ao hospedeiro vertebrado, durante o proximo repasto sanguineo. A diferenciagao
de promastigotas prociclicas em promastigotas metaciclicas (metaciclogénese) é crucial para a
infectividade (MICHALICK, 2005; MOJTAHEDI; CLOS; KAMALI-SARVESTANI, 2008).

No hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas se multiplicam em macréfagos
localizados na pele ou em mucosas por divisdo binaria, destruindo a célula hospedeira. Essa
proliferacdo ocorre na derme em intensidade que depende da espécie do parasito e do estado
imunolégico do hospedeiro, sendo maior em individuos imunocomprometidos
(MICHALICK, 2005).
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Estagios de flebotomineos Estagios em humanos
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Amastigotas se
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infectados com

A= Estdgio infeccioso

amastigotas
A- Fase de diagnostico

Figura 2 - Ciclo biol6gico de Leishmania sp. As setas vermelhas indicam os estagios de vida do parasito no
hospedeiro invertebrado, e as setas azuis 0s estagios no hospedeiro vertebrado. (1) Promastigotas metaciclicas
inoculadas pelo hospedeiro invertebrado. (2) Formas promastigotas fagocitadas por macrofagos. (3) Formas
promastigotas transformadas em amastigotas, multiplicando-se por divisdo binaria. (4) Lise do macréfagos e
liberagdo de amastigotas. (5) e (6) Vetor ingere formas amastigotas ao realizar o repasto sanquineo. (7) Formas
amastigotas convertem-se em promastigotas no tubo digestério do vetor (8) Formas promastigotas se
multiplicam por diviséo binaria e migram para a proboscide do inseto. (Adaptado de: CDC 2014, www.cdc.gov).

1.2.3 Formas clinicas

As leishmanioses formam um conjunto de doencgas causadas por protozoarios do
género Leishmania, um parasito heteroxeno que requer dois hospedeiros diferentes para
completar o seu ciclo bioloégico: um inseto vetor, fémeas da ordem Diptera, familia
Psychodidade, subfamilia Phlebotominae, género Lutzomya ou Phlebotomus e como
hospedeiro definitivo, o homem, cachorros ou qualquer mamifero. O desenvolvimento da
leishmaniose é diretamente relacionado a espécie infectante do parasito, do meio, e da
resposta imune do hospedeiro. A maioria dos humanos infectados é assintomatica, mas alguns
individuos desenvolvem alguma das diversas formas clinicas da doenca (Figura 3)
(MURRAY et al., 2005; NEVES, 2005; WHO, 2010b).
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Leishmaniose

Leishmaniose Tegumentar

. Leishmaniose Visceral
Americana

Leishmaniose Leishmaniose
Cutanea Mucocutdnea

O Cutanea localizada

o Cutaneadisseminada

o Cutaneadifusa

Figura 3 - As formas clinicas da Leishmaniose no Novo Mundo.

1.2.3.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

Nas Américas, uma grande variedade de manifestacGes clinicas sdo causadas por
espécies distintas. Embora algumas dessas manifestacdes sejam mais frequentemente
associada a uma determinada espécie ou subgénero, nenhuma é exclusiva de uma espécie. As
formas clinicas da leishmaniose tegumentar americana (LTA) incluem: cutanea localizada,
cutanea disseminada, cutanea difusa e a leishmaniose mucocutanea (GENARO; REIS, 2005;
BRASIL, 2010).

A leishmaniose cutanea localizada é causada por varias espécies, dos dois subgéneros:
Leishmania e Viannia. As lesbes podem ocorrer em qualquer parte do corpo, mas geralmente
originam-se no local da inocula¢do, como uma mécula, seguido por uma papula que se ulcera
e expande para a tipica lesdo oval em forma de bordas elevadas, ou evolui como uma lesédo
nodular. As lesdes podem se desenvolver semanas, meses ou mesmo anos apos a infeccao.
As lesdes primarias podem ser Gnicas ou multiplas. Quando causadas por L. mexicana, as
lesbes podem ter resolucdo espontanea dentro de 3-4 meses, enquanto lesdes causadas por
espécies do subgéneros Viannia, como L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis e L.
peruviana podem levar até 6 meses (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007; WHO, 2010b).

A leishmaniose cutanea difusa no Novo Mundo geralmente ndo causa lesdes nas

mucosas, e ndo ha cura espontanea. A doenca inicialmente responde ao tratamento, mas
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comumente recidiva e deixa de responder. Essa forma tem sido associado apenas a L.
mexicana e L. amazonensis (BRASIL, 2010).

A leishmaniose cutanea disseminada caracteriza-se pela presenca de lesGes nodulares
extensas e numerosas ou lesdes ulceradas, e tem sido descrita em associacdo com infeccdes
por L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis e L. amazonensis. Mais de 20 até centenas
de lesGes cutaneas podem ocorrer, com ou sem envolvimento das mucosas. Essa forma
responde parcialmente ao tratamento com antimoniais e miltefosina (BRASIL, 2010; WHO,
2010D).

O termo “leishmaniose mucocutanea” (LMC) descreve uma forma da doenga que
ocorre apenas no Novo Mundo, causada principalmente pela L. braziliensis e L. panamensis,
(ambas as espécies do subgénero Viannia). A maioria dos casos sdo relatados na Bolivia,
Brasil e Peru. A caracteristica marcante é a metastase para os tecidos das mucosas,
principalmente da boca e do trato respiratério superior, por disseminacdo linfatica ou
hematogénica. Casos semelhantes causadas por outras espécies ja foram relatados em
pacientes imunossuprimidos (WHO, 2010b; GUERRA et al., 2011).

Estudos realizados no Brasil tém mostrado que a LMC pode surgir
de véarios meses a 20 ou mais anos apos a lesao cutanea. Lesdes nasais estdo sempre presentes,
com nodulos e infiltracdo da cartilagem do septo, que leva a obstrugdo da narina e, depois a
perfuracdo do septo. Em um terco dos pacientes, outros locais estdo envolvidos, em ordem de
frequéncia: faringe, palato, laringe, traquéia e labio superior. LMC quase nunca cicatriza
espontaneamente. InfeccBes bacterianas secundarias sdo frequentes, e podem levar a
complicagdes (MURRAY et al., 2005; WHO, 2010b; TIUMAN et al., 2011).

1.2.3.2 Leishmaniose Visceral Americana

O agente etiolégico é a L. infantum (= L. chagasi), e também é conhecida como
calazar. A maioria dos casos ocorre em criangas menores de 10 anos de idade, mas os adultos
também sdo freglientemente afetados em focos de introducdo recente. Acomete 0s 0rgaos
Internos e e caracterizada por febre irregular, perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia e
anemia. Leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC) € extremamente rara. No Brasil, infeccbes
assintomaticas e formas leves da doenca séo mais frequentes
de que a doenca plenamente estabelecida. Estudos de acompanhamento longitudinal tem

mostrado que alguns individuos podem permanecer assintomaticos ou recuperar-se
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espontaneamente da doenga leve, enquanto outros desenvolvem a doenga clinica
(MICHALICK; GENARO, 2005; BRASIL, 2006; WHO, 2010b).

1.2.4 Epidemiologia

As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises, com mais de 350 milhGes de pessoas
vivendo em areas de risco. A incidéncia estimada é de 2 milhdes de novos casos por ano,
sendo que 75% desses casos sdo de LT. LV causa mais de 50.000 mortes anualmente, sendo a
segunda doenca parasitaria mais letal, atrds apenas da maléria (WHO, 2010b). A co-infeccdo
com o HIV intensifica esse quadro, gerando formas mais graves da doenca, de dificil manejo
(SINGH, 2014).

A leishmaniose estd dispersa de um maneira abrangente ao redor do mundo, com
casos de transmissdo a humanos relatados nos cinco continentes, porém, a maior quantidade
estd concentrado em algumas regides especificas, como pode ser observado na Figura 4.
india, Nepal e Bangldesh concentram mais de 65% dos casos de LV no mundo, causada por
L. donovani. O leste africano constitui-se no segundo foco de LV, com as maiores incidéncias
no Sudao e na Etidpia, onde a infeccdo também é causada por L. donovani e tem carater
antroponético (WHO, 2012b; READY, 2014).

As outras regides de maior importancia, causados por L. infantum sdo o Oriente
Meédio, a Bacia do Mediterraneo, oeste asiatico e o Novo Mundo, especialmente o Brasil.
Nestas regides a infec¢do e zoonotica e causada por L. infantum. Estima-se que 90% dos casos
estejam concentrados na India, Brasil, Etidpia, Suddo, Nepal e Bangladesh (WHO, 2010b).

Os casos de LT estdo mais dispersos quando comparados aos de LV. Infeccédo
antroponGtica por L. tropica ocorre desde a india até o norte da Africa, passando pelo oeste e
centro da Asia. A transmissdo zoondtica por L. major ocorre na Asia central e norte africano,
e por L. aethiopica no leste africano. Nas Américas a transmissdo também é zoonotica,
causada por varias espécies, e ocorre desde a Argentina até o sul do EUA. Mais de 90% dos
casos de LT ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Ird, Arabia Saudita, Siria, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Nicaragua e Peru (DESJEUX, 2004; WHO, 2010b).
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Figura 4 - Distribuicdo de novos casos de leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral no mundo, 2012
(Adaptado de WHO, 2014).

As condicbes que predispde a infeccdo em humanos variam consideravelmente de
acordo com o clima e o lugar. A leishmaniose pode ser uma zoonose, onde a introducéo de
seres humanos em ciclos silvestres resulta em maior risco de infeccdo e propagagdo da

doenca. Em outras regides a transmissdo € antropondtica. Mudangas no ambiente exercem
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forte influéncia sobre a epidemiologia da leishmaniose, possibilitando alter¢des tanto no ciclo
de vida dos vetores, quanto dos proprios parasitos (WHO, 2010b).

1.2.4.1 Novo Mundo

As leishmanioses nas Ameéricas sdo um importante problema de salde publica,
afetando, especialmente, populagcdes com dificuldade de acesso aos servicos de salde. A
epidemiologia da LT nas Américas é complexa, com variacdo intra e inter-especifica nos
ciclos de transmissdo, hospedeiros, vetores, manifestacdes clinicas e resposta a terapia.
Diversas espécies do parasito circulam em uma mesma area geografica Tabela 1. Todos 0s
ciclos bioldgicos sdo zoondticos, mas 0s hospedeiros reservatorios mudam de acordo com as
espécies e localizagdo geografica, e em muitos casos ndo sdo totalmente conhecidos (PAHO,
2013).

Tabela 1 — Espécies de Leishmania encontradas no Brasil, forma clinica, vetores e hospedeiros

reservatdrios confirmados ou preditos

Espécie Forma clinica Vetor Reservatorio
Lu. umbratilis, ?2%2?53; zpp.,
L. guyanensis LTA Lu.anduzei, idelohi Pp.,
Lu.whitmani Dide PhIS Spp.,
' Proechimys spp.
L amazonensis LTA Lu. flaviscutellata, Pcr)?eggrlnm)éssspp.,
' LMC Lu. longipalpis yZomys Spp.,
Wiedomys spp.
Lu. whitmani, ~
. . Cao,
Lu. intermedia,
. Rattus rattus,
Lu.wellcomei, Akodon arviculoides
L. braziliensis LTA Lu.complexa, '
g Bolomys spp.,
Lu. neivai, .
. Nectomis spp.,
Lu. edwardsi, Thrichomvs s
Lu.migonei ys sPp-
Lu, longipalpis, Cio, Gato,
L. infantum LV ' N Lycalopex vetulus,
Lu. almerio,
Lu.salesi 'Cedoc'yon thous, .
' Didelphis albiventris
L. lainsoni LTA Lu. Ubiquitalis Agouti paca
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Tabela 1 — Espécies de Leishmania encontradas no Brasil, forma clinica, vetores e hospedeiros
reservatérios confirmados ou preditos

Espécie Forma clinica Vetor Reservatorio

Cebus apella,
Chiropotes satanus,
Nasua nasua,
Bradypus tridactylus,
Choloepus
Didactylus

L. shawi LTA Lu. whitmani

Lu. squamiventris,
Lu. paraensis,

L. naiffi LTA . Dasypus ovemcinctus
Lu.amazonensis,
Lu.ayrozai
L. lindenbergi LTA Desconhecido Desconhecido

Fonte: WHO, 2010.

A localizagdo geogréafica e os fatores de risco expadiram-se nas Ultimas década, devido
aos desmatamento causado pelo homem e intensos processos migratorios, possibilitando o
aparecimento de casos peridomésticos, domésticos e urbanos, em oposicdo ao que ocorria
anteriormente, onde a doenca era, essecialmente, ocupacional - relacionada a construcdo de
estradas, seringueiros e extrativistas, por exemplo (WHO, 2010b).

Fatores de risco para a doenca sdo: mas condi¢bes de habitacdo, saneamento basico
precario, morar em area endémica, ter contato com vetor, morar préximo a bosques/florestas.
A manutencdo de cdes e outros animais domésticos dentro de casa também é pensada como
promotora da infeccdo humana, pois esses animais sdo reservatérios de L.infantum e podem
atrair insetos vetores, especialmente Lu. longipalpis. Outro importante fator de risco é a
presenca de galinheiros perto de casa, uma vez que podem constitiur uma fonte de
alimentacéo e descanso para Lu. Longipalpis. Além disso, as aves podem atrair outros animais
carnivoros selvagens, considerados os reservatorios silvestres para a LV (BRASIL, 2006).

Trés padrdes epidemiologicos de distribuicdo sdo encontrados: o rural e periurbano,
relacionado aos processos de migracao e ocupacdo de areas de encosta e de matas secundérias
ou residuais; o silvestre, que é, fundamentalmente, uma zoonose de animais silvestres,
podendo acometer o homem quando ha contato com o ambiente silvestre; e a ocupacional e

lazer, relacionada ao desmatamento e exploracdo de regides de floresta para a construcdo de
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estradas, usinas hidrelétricas, extracdo de madeira, agropecudria, treinamentos militares e
ecoturismo (BRASIL, 2006).

No Brasil, as leishmanioses também se expandiram para areas urbanas. Entre 1980 e

2001 houve um aumento de dez vezes na incidéncia de casos de LT, e casos da doenga foram

registrados em todas as regides do Brasil. A evolucdo do nimero de casos de LTA e LV pode

ser acompanhada na Figura 5.
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Figura 5 - Namero de casos confirmados de tegumentar americana e leishmaniose visceral no Brasil e por
regibes, 1990-2012.

Fonte: SVS/MS



25

A LTA ocorre em ambos os sexos e em todas as faixas etérias, entretanto, a maioria
dos casos se concentram entre os maiores de 10 anos (90%), e o sexo masculino (74%). A LV
¢ mais frequente em menores de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos registrados em
menores de 5 anos e 0 sexo masculino também é o mais afetado (60%) (BRASIL, 2010,
2011). A evolucdo da mortalidade da LV no pais pode ser observada no grafico apresentado

Figura 6.
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Figura 6 - Letalidade da leishmaniose visceral no Brasil e por regifes, 2000-2012.
Fonte: SVS/MS

Ja foram identificadas no Brasil sete espécies diferentes de Leishmania causadoras da
LTA, sendo seis do subgenero Viannia e uma do subgenero Leishmania. As trés espécies de
maior importancia sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis. Mais
recentemente, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
identificadas no Norte e Nordeste. Como pode ser obervado na Figura 7, L. (V.) braziliensis ja
foi identificada em todos os estados brasileiros. Com relagdo a LV, a Leishmania (L.)
infantum é a espécie comumente isolada (BRASIL, 2010, 2011).
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Figura 7 - Distribuicdo por estados de espécies causadoras de LTA no Brasil, 2005 (Adaptado de BRASIL,
2010).

As principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA no Brasil sdo: Lutzomyia
flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcome e, L. migonei.
Duas espécies, até 0 momento, estdo relacionadas com a transmissao da LV: Lu. longipalpis e
Lu. cruzi, sendo a primeira espécie considerada a principal espécie transmissora (PAHO,
2013).

1.2.5 Tratamento
O tratamento escolhido deve seguir diretrizes nacionais ou regionais, sempre que

possivel, e deve ser iniciado apenas apds a confirmacdo da doenca. A presenca de infeccbes

concomitantes deve ser apurada, visto que essas podem influenciar no tratamento. Em alguns
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casos, tratamentos de suporte, como a reidratacdo ou suplementacdo nutricional, podem ser
requeridos antes do inicio da quimioterapia (BRASIL, 2010; WHO, 2010b).

A OMS define que as politicas nacionais e regionais para o tratamento devem estar
baseadas em quatro fatores: a disponibilidade dos medicamentos, a estrutura dos servigos de
salde, consideragdes relacionadas a saude publica (como a emergéncia de resisténcia), e a
relacdo risco/beneficio de cada farmaco. Estratégias de terapia combinada devem ser

priorizadas, desde que haja evidéncias experimentais (WHO, 2010b).
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Figura 8 - Farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses: (1) miltefosina, (2) anfotericina B, (3)
antimoniato de N-metilglucamina, (4) paromomicina, e (5) pentamidina.
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No Brasil, os farmacos aprovados e recomendados pelo Ministério da Saude estdo
divididos entre os de primeira escolha, caso dos antimoniais pentavalentes (Sb°*), e os de
segunda escolha, empregados quando a resposta aos antimoniais ndo € considerada
satisfatoria. Os farmacos de segunda escolha sdo a anfotericina B e a pentamidina (BRASIL,
2010). Outros farmacos, como a paromomicina, e a miltefosina tiveram sua eficicia
comprovada em outras regides do mundo (OUELLETTE; DRUMMELSMITH;
PAPADOPOULOU, 2004; NAGLE et al., 2014).

1.2.5.1 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (Sb*) sdo os farmacos de primeira escolha para o
tratamento (BRASIL, 2010). Os antimoniais sdo empregados na terapéutica desde o inicio do
século passado, quando, em 1912, o pesquisador brasileiro Gaspar Vianna sugeriu 0 emprego
do tartaro emético para o tratamento da LT (VIANNA, 1912). Em 1915, houve o primeiro
relato do emprego bem sucedido desses compostos para o tratamento da LV (NAGLE et al.,
2014).

No tartaro emético o antiménio apresenta-se na forma trivalente (Sb*3), e essa forma
apresenta uma toxicidade bastante elevada. O primeiro composto leishmanicida contendo o
antimonio na forma Sb* foi sintetizado em 1925, representando um grande avango no
tratamento, devido a menor toxicidade quando comparado a Sb*3. Outros compostos contendo
Sb*® foram obtidos em 1937 e 1945 (KIKUTH, W.; SCHMIDT, 1937; GOODWIN, 1995;
NAGLE et al., 2014). Dois tipos de antimoniais pentavalentes estdo disponiveis atualmente, o
antimoniato de N-metilglucamina e o estibogluconato de sddio. Apenas o primeiro é
distribuido no Brasil (BRASIL, 2010).

Mesmo estando disponiveis ha tantos anos, 0 mecanismo de acdo desses compostos
ainda ndo é completamente elucidado. Sdo farmacos considerados leishmanicidas, e acredita-
se que a forma pentavalente seja convertida para a forma trivalente (Sb*3), e que essa seja a
principal responsavel pela atividade, podendo interagir com proteinas como a tripanotiona
redutase e proteinas contendo dedos de zinco. Outras hipdteses sugerem que a forma Sb*®
possui atividade intrinseca, interferindo no metabolismo energético do parasito, tanto na
glicolise, quanto na oxidacao dos acidos graxos (RATH et al., 2003; HALDAR; SEN; ROY,
2011).
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Os principais efeitos adversos do Sh*®> advém da influéncia desses compostos no sistema
cardiovascular, podendo causar arritmias em efeitos dose-dependente. A utilizagdo desses
medicamentos requer acompanhamento médico, a fim de avaliar esses efeitos. Caso alteracfes
sejam observadas, 0 paciente deve ser avaliado, se necessario, deve-se reiniciar o tratamento
com uma droga de segunda escolha. Outros efeitos adversos, como: artralgia, mialgia,
anorexia, nauseas, vomitos, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza,
cefaléia, tontura, insdnia, edema, e insuficiéncia renal aguda (IRA) podem ser observados
(BRASIL, 2010).

1.2.5.2 Anfotericina B

A anfotericina B e um antibi6tico poliénico isolado de Streptomyces nodosus em 1955
(DONOVICK et al., 1956). Primariamente, o interesse pelo composto baseava-se em sua
atividade antifingica. No inicio da década de 1960 a atividade leishmanicida desse composto
foi identificada e o primeiro caso de tratamento bem sucedido foi reportado, no Brasil
(FURTADO; CISALPINO; SANTOS, 1960; PRATA, 1963). E considerada como primeira
escolha no tratamento de gestantes e de segunda escolha em outros casos. A atividade do
composto € resultado do aumento de permeabilidade da membrana do parasito, decorrente da
associacdo do farmaco ao ergosterol, principal esterol de membrana de Leishmania
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010).

O composto apresenta-se em duas formas: em complexo com o deoxicolato, ou envolt
por lipideos. A formulacdo com deoxicolato apresenta varios efeitos adversos graves, como
nefrotoxicidade, miocardite e hipocalemia (NAGLE et al., 2014). Formulac@es lipidicas, em
que a anfotericina B € incorporada dentro de lipossomas, foram desenvolvidas e reduziram
sua toxicidade, entretanto seu emprego ainda é limitado devido o alto custo dessa formulacéo
(MESSORI et al., 2013).

A administracdo € contraindicada em pacientes com comprometimento cardiaco,
hepatico e, especialmente, renal. Sua utilizagdo demanda monitoramento semanal das fungdes
hepaticas (transaminases e fosfatase alcalina) e renal (ureia e creatina), aléem da avaliagdo dos
niveis de potassio sérico. Por esse motivo o tratamento deve, preferencialmente, ser
administrado em ambiente hospitalar (WHO, 2010b).
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1.2.5.3 Pentamidina

A pentamidina € uma diamidina aromatica utilizada como segunda escolha no
tratamento da leishmaniose em areas endémicas da Asia, Africa e América. Apresenta-se sob
a forma de dois sais (isotionato e mesilato de pentamidina). No Brasil, apenas o isotionato de
pentamidina é comercializado (BRASIL, 2010). O farmaco é utilizado desde a década de
1940 para o tratamento da doenca do sono, e 0s primeiros relatos do seu uso no tratamento da
leishmaniose ocorreram em 1949 e 1950. O mecanismo molecular da acdo leishmanicida é
desconhecido (SANDS; KRON; BROWN, 1985; NAGLE et al., 2014).

O farmaco interfere no metabolismo da glicose, podendo desencadear hipoglicemia
seguida de hiperglicemia, embora 0 mecanismo dessa resposta ainda nao esteja esclarecido. A
pentamidina pode induzir a lise de células beta do pancreas, podendo provocar diabetes
insulino-dependente, o que limita o emprego desse farmaco (BRASIL, 2010; WHO, 2010b).

Outras reacdes adversas frequentes consistem em: dor, nduseas, vOmitos, tontura,
mialgias, cefaléia, hipotensao, lipotimias. O diabetes mellitus pode se manifestar a partir da
administracdo da dose total de 1g, sendo cumulativo e dose-dependente. Seu emprego é
contraindicado em gestantes, pacientes diabéticos, com insuficiéncia renal e hepética, com
alteracbes cardiacas e em criangcas com peso inferior a 8kg (SANDS; KRON; BROWN,
1985).

1.2.5.4 Paromomicina

Paromomicina é um antibidtico aminoglicésido de amplo espectro. Foi isolado em 1950
de Streptomyces krestomuceticus. Inibe a sintese de proteinas ao se ligar ao rRNA (VICENS;
WESTHOF, 2001). Sua eficacia no tratamento de leishmaniose foi primeiro reportada em
1966, paraa LT, e 1990, paraa LV, no Quénia (CHUNGE et al., 1990).

Normalmente administrado por via intramuscular, pode causar dor moderada no local da
injeccdo, sendo o efeito adverso mais comum (55%) . Ototoxicidade reversivel ocorre em 2%
dos pacientes. Toxicidade renal é rara. Alguns pacientes podem desenvolver
hepatotoxicidade, indicado por concentracdes das enzimas hepaticas elevadas (SUNDAR et

al., 2007). A formulagdo topica esta disponivel para leishmaniose cutanea (WHO, 2010b).
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1.2.5.5 Miltefosina

O composto foi originalmente desenvolvido como um farmaco antineoplasico. Na
década de 1990, varios laboratorios descobriram que a molécula possuia atividade
leishmanicida; em 2002, foi aprovado na india como o primeiro tratamento oral de LV
(CROFT; SNOWDON; YARDLEY, 1996; SUNDAR et al., 2012). A miltefosina é também
considerada o primeiro regime de tratamento oral eficaz para LT, com toxicidade mais baixa
se comparada aos antimoniais (MACHADO et al., 2010).

A miltefosina comumente induz efeitos adverso gastrointestinais, como anorexia,
nauseas, vomitos e diarréia. A maioria dos episddios sdo breves e reduzem ao decorrer do
tratamento. Ocasionalmente, esses efeitos podem se agravar e exigir a interrupcdo do
tratamento. Outros efeitos como: alergia na pele, alteracdes hepéticas e renais podem ser
observados. O farmaco também apresenta potencial teratogénico, e mulheres em idade
reprodutiva devem ingerir anticoncepcionais até trés meses ap0s o tratamento, devido a
elevada meia-vida do farmaco (WHO, 2010b).

1.2.5.6 Cetoconazol

O cetoconazol ¢ um antifungico da classe dos azois, farmacos orais que inibem a
biossintese fungica do ergosterol na etapa da enzima lanosterol-desmetilase resultando na
acumulacdo de esterdis 14 a-metil esterdis. Parasitos do género Leishmania compartilham os
fungos essa via biossintética de esterdis, e por esse motivo, essem compostos tém sido
explorados por seu potencial terapéutico contra infecgdes por Leishmania. Para LT, a eficacia
dos compostos varia de acordo com a espécie (SAENZ; PAZ; BERMAN, 1990; RANGEL et
al., 1996). Cetoconazol foi avaliado durante um més, tanto em adultos e criangas, em LT
causada por L. braziliensis e resultou numa cura de 76% com poucos efeitos adversos
(SAENZ; PAZ; BERMAN, 1990). Testes semelhantes foram realizados em LT causada por
L. mexicana, resultando em 89% de cura (NAVIN et al., 1992). Entre os varios azois ja
testados (fluconazol, itraconazol e cetoconazol), o cetoconazol foi o Unico consistentemente

eficaz e é agora utilizada para tratamento de LT causadas L. mexicana (NAGLE et al., 2014).
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1.3 Estratégias para a descoberta e o desenvolvimento de farmacos

A descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos € um processo longo e complexo
que compreende varias etapas e custos elevados. Esse processo envolve a integracao de varias
areas estratégicas relacionadas a inovagdo, conhecimento, tecnologia, gerenciamento e altos
investimentos em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D). Os custos envolvidos em todas as etapas
de desenvolvimento de novos farmacos, na Ultima década, variaram de US$ 200 milhdes a US$
880 milhdes, em alguns casos ultrapassando US$ 1 bilh&o. Esse processo requer um tempo médio
de 13,5 anos de investimento em P&D (BLEICHER et al., 2003; LOMBARDINO; LOWE,
2004; SCHENONE et al., 2013).

A etapa de descoberta se inicia com a identificacdo de um potencial alvo (por
exemplo, uma enzima, receptor ou transportador) relacionado a determinado quadro clinico
ou doenga e sua validacdo. A validacdo de um alvo pode ser conduzida, por exemplo, por
meio de técnicas que bloqueiam a expressdo de genes que o codificam (knock out),
observando a influéncia da ndo expressdo desses genes. Em doencgas infecciosas e parasitarias
a validacdo do alvo consiste em se avaliar o impacto da ndo expressao de determinado gene
na sobrevivéncia do agente etiolégico (GASHAW et al., 201la; ELEBRING; GILL;
PLOWRIGHT, 2012).

Uma vez definido o alvo, estudos sdo realizados para se buscar novos compostos
ligantes (hits) que sejam capazes de modular in vitro a atividade do alvo selecionado. Os hits,
que podem ser de origem natural ou sintética, podem ser identificados a partir de triagens
experimentais (bioldgicas, bioquimicas), virtuais (computacionais) ou por meio de
planejamento racional. Um exemplo de triagem experimental é a triagem biologica
automatizada em alta escala (HTS, do inglés High Throughput Screening). Nos estudos
computacionais destacam-se as estratégias de organizacdo de bases de dados, aplicacdo de
filtros para selecdo dos compostos mais promissores e triagem virtual (VS, do inglés Virtual
Screening). Os hits devem ser otimizados em relacdo as propriedades farmacodindmicas
(poténcia, afinidade, seletividade) e farmacocinéticas (absor¢do, metabolismo,
biodisponibilidade). Os compostos otimizados sdo entdo selecionados como compostos
lideres (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULDO, 2008; DUFFY etal., 2012a).

Durante a otimizagdo de compostos lideres, estudos da relacdo entre a estrutura e
atividade (SAR, do inglés Structure-Activity Relationships) e da relacdo quantitativa entre a
estrutura e atividade (QSAR, do inglés Quantitative Structure-Activity Relationships) sé&o

realizados com o intuito de se obter informagdes que possam guiar o desenvolvimento de
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analogos com propriedades otimizadas. Além disso, a poténcia e as propriedades ADMET
(absorgdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade) sdo aprimoradas através da
modulacdo de certas propriedades fisico-quimicas importantes (lipofilicidade, solubilidade,
permeabilidade). Finalmente sdo obtidas novas entidades quimicas (NQE), ou seja, novos
candidatos a farmacos que serdo submetidos a estudos pré-clinicos e clinicos (NWAKA,;
HUDSON, 2006; CRAMER, 2012; ELEBRING; GILL; PLOWRIGHT, 2012).

A etapa de desenvolvimento compreende os estudos pré-clinicos e clinicos. Nos
estudos pre-clinicos, sdo realizados estudos in vivo em animais com objetivo de se avaliar a
seguranga dos novos candidatos a farmacos. Além disso, estudos de formulacdo sdo
conduzidos. A fase clinica é classicamente dividida em quatro fases (I-1V). Na fase | sdo
realizados estudos de toxicidade em um grupo pequeno (20 a 100) de voluntarios saudaveis.
Na fase Il os estudos sdo realizados em pacientes com a doenca ou desordem (100 a 300
individuos) para se avaliar a dosagem, eficacia e seguran¢a da composi¢do. Durante a fase Il
sdo realizadas avaliagdes farmacocinéticas em um grupo maior de individuos (300- 3.000 ou
mais). Nesta fase o candidato a farmaco é comparado com o tratamento preconizado e
determina-se sua efetividade Os candidatos a farmacos aprovados ao final da fase Il sdo
submetidos a analise junto aos Orgdos reguladores visando a autorizacdo para
comercializacdo. Uma vez aprovado e inserido no mercado, tém-se inicio a fase IV, na qual o
medicamento é comercializado e monitorado quanto a eventuais efeitos indesejados
(WILLMANN et al., 2008).

1.3.1 Desenvolvimento de farmacos auxiliado por computador

Dentre as diversas estratégias da Quimica Medicinal que podem ser utilizadas nesse
processo, destaca-se 0 planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD, do inglés
Computer-Aided/Assisted Drug Design). O uso de métodos computacionais, atualmente,
permeia todos os aspectos da descoberta de farmacos e apresenta a vantagem de auxiliar na
identificacdo de candidatos a farmacos de forma mais rapida e com custos reduzidos. Tal
expansao se deve aos grandes avangos obtidos, nas ultimas décadas, nas areas de software e
hardware (COHEN, 1996; OOMS, 2000; MANLY; LOUISE-MAY; HAMMER, 2001;
JORGENSEN, 2004; BAJORATH, 2012).

Outros campos que alcangaram notaveis avancos nas Ultimas décadas foram os da

gendmica e protedmica, fundamentado na evolugao das técnicas de cristalografia de raios-X e
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ressonancia magnetica nuclear (RMN), podem ser percebidos ao se avaliar o0 banco de dados
de proteinas PDB (do inglés, Protein Data Bank): mais de 100 mil estruturas tridimensionais
(3D) (i.e. enzima, receptor, DNA) estdo disponiveis atualmente, fornecendo importante
substrato para o desenvolvimento racional de farmacos (WEIGELT et al., 2008; TALELE;
KHEDKAR; RIGBY, 2010; DUFFY et al., 2012b).

Essa quantidade de estruturas disponivel, todavia, ainda estd muito aquém da
revolucdo sinalizada e esperada a partir da elucidacdo dos genomas (ZHANG; KAST, 2010;
DREWES, 2012; MIAO; ZHANG; KAST, 2012). Apenas 0 genoma de Leishmania major,
inteiramente descrito e disponibilizado em 2005 (IVENS et al., 2005) indica a existéncia de
8272 genes codificadores de proteina, em comparacdo com as 138 estruturas disponibilizadas
no PDB, sendo que muitas dessas estruturas sdo diferentes entradas da mesma proteina.
Estratégias de bioinformatica tentam explorar esse espaco, ao utilizar as sequéncias dos genes,
prevendo suas fungdes com base em proteinas homdlogas (CROWTHER et al., 2010; BISPO
et al., 2013). Dessa maneira, torna-se possivel a analise dos possiveis papéis bioldgicos de
novas vias metabdlicas do parasito, que tem potencial de se tornar novos alvo terapéuticos
(BREDEL,; JACOBY, 2004; KUBINYI, 2006; CAFFREY et al., 2009).

Diversas outras abordagens podem ser utilizadas para o planejamento racional de
novos candidatos a farmacos, dependendo do nivel de conhecimento que se tem do alvo
molecular terapéutico escolhido, caso existente. Quando a estrutura do alvo macromolecular
ou do complexo ligante-receptor esta disponivel, pode ser usada a estratégia de planejamento
de farmacos baseada na estrutura (SBDD, do inglés Structure-Based Drug Design).
Entretanto, quando a estrutura do alvo ndo é conhecida, métodos de planejamento baseados no
ligante (LBDD, do inglés Ligand-Based Drug Design) sdo utilizados. Em muitos casos, 0 uso
combinado das duas estratégias SBDD e LBDD, pode ser util, gerando informacGes
adicionais fruto do sinergismo entre as duas abordagens (KUBINYI, 1993; COHEN, 1996;
OOMS, 2000; TALELE; KHEDKAR; RIGBY, 2010).

Uma das estratégias LBDD mais utilizadas é o QSAR (do ingles, Quantitative
Structure-Activity Relashionship). Desde que foi introduzido na década de 1960 (HANSCH;
FUJITA, 1964), estudos de QSAR tém sido aplicados com sucesso para estimar uma
variedade de proriedades diferentes. Nos estudos de QSAR, os modelos sdo construidos a
partir do "treinamento™ de um conjunto de moléculas para o qual os dados experimentais
sobre a propriedade em estudo sdo conhecidos, em busca de correlagdes entre a estrutura

quimica dessas moléculas e a atividade bioldgica. Ao encontrar essas associagdes, € possivel
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fazer previsbes para novas moléculas (KUBINYI, 1993; BUCHWALD; BODOR, 2002;
AGUIAR-PULIDO et al., 2013).

A principal limitacdo para a geracdo de modelos com boa qualidade preditiva
utilizando QSAR ¢ a qualidade dos dados utilizados. Independentemente dos algoritmos e
descritores utilizados, se houver ruido (erro) nos dados experimentais, a construcdo de um
modelo confiavel serd particularmente desafiadora (TROPSHA, 2010). Outro ponto em
relacdo a preditividade concerne a aplicabilidade do modelo: se o objetivo do estudo é o de
gerar modelos capazes de fazer previsbes mais gerais, a base de dados deve ser
suficientemente grande, contendo um grande nimero de estruturas quimicas distintas. Se as
estruturas nucleares disponiveis no banco de dados sdo semelhantes, 0 modelo serd adequado
para prever apenas moléculas semelhantes as utilizadas para treinar o modelo
(GRAMATICA; PILUTTI; PAPA, 2004; DUDEK; ARODZ; GALVEZ, 2006; DE
BENEDETTI; FANELLI, 2010).

Diversos tipos de abordagens de QSAR tém sido desenvolvidas ao longo dos anos,
utilizando uma ampla variedade de métodos de regressdo e classificacdo para a geracdo de
modelos, e diferentes tipos de descritores, tais como: propriedades fisico-quimicas (1D),
topoldgicos (2D) e a estrutura 3D (3D) (TODESCHINI; CONSONNI, 2000; AGUIAR-
PULIDO et al., 2013). Levando em conta algumas das limitacfes impostas por métodos
classicos, métodos modernos - como o 4D, 5D e 6D, foram desenvolvidos, tentando contornar
essas restricbes. Com estes métodos, é possivel incluir a flexibilidade dos ligantes, modelos
de encaixe-induzido e solvatacdo (HOPFINGER et al., 1997; VEDANI et al., 2000;
VEDANI; DOBLER, 2002; VEDANI; DOBLER; LILL, 2005).

Uma vez que a qualidade dos dados é garantida, e o dominio de aplicabilidade (DA) é
calculado, sera necessario fazer a selecdo dos descritores moleculares, algoritmos e programas
adequados. Como ndo ha regra universal para executar esta tarefa, multiplas abordagens
devem ser investigados (MANLY; LOUISE-MAY; HAMMER, 2001). Usando os parametros
apropriados, abordagens QSAR sdo seguramente aplicaveis na identificacdo de novos
compostos biologicamente ativos (VERT; JACOB, 2008; TROPSHA, 2010). H4 uma extensa
lista de algoritmos disponiveis atualmente, incluindo métodos de aprendizado de maquina,
tais como Redes Neurais (NN, neural networks), mapas auto-organizaveis (SOM, self-
organizing map) e maquinas de vetor de suporte (SVM, suppot vector machine
(BUCHWALD; BODOR, 2002; VERT; JACOB, 2008; MELVILLE; BURKE; HIRST,
2009).
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A triagem in silico ou virtual (VS, Virtual Screening) consiste, basicamente, na
aplicacéo de filtros moleculares, de forma a reduzir o tamanho das bibliotecas de compostos a
serem realmente sintetizadas e avaliadas biologicamente (OPREA; MATTER, 2004). A
utilizacdo de métodos baseados na estrutura SBDD e LBDD tem mudado o paradigma das
bibliotecas muito grandes e randémicas para bibliotecas combinatorias menores, porém
planejadas com foco no alvo molecular. O planejamento de bibliotecas virtuais e a triagem in
silico podem, portanto, diminuir significativamente os custos, o tempo e trabalho demandados
para gerar novos protétipos candidatos a farmacos (KLEBE, 2006; VERT; JACOB, 2008;
FRECER; MEGNASSAN; MIERTUS, 2009; RUNGROTMONGKOL et al., 2010)

1.3.2 Estratégias de busca por homologia

Uma das abordagens que tem contribuido para o reposicionamento de farmacos é a
exploracdo de alvos conhecidos (sejam eles de origem humana ou de algum agente
infeccioso) para o desenvolvimento de farmacos para outros parasitos com alvos homologos.
A disponibilidade de informagcfes com relacdo a quimica medicinal, biologia estrutural e
bioquimica desses alvos podem agilizar processo de descoberta, ao fornecer informacdes
sobre o potencial de interacdo com moléculas pequenas dessas proteinas, além de novos
esqueletos moleculares, que podem servir como ponto de partida para a descoberta de
compostos mais potentes e seletivos (POLLASTRI; CAMPBELL, 2011; GASHAW et al.,
2011b; NJOGU; CHIBALE, 2013). Essas metodologias tém maior valor quando utilizadas de
maneira complementar com métodos experimentais, guiando a escolha de moléculas com
maior probabilidade de sucesso para a triagem bioldgica (AUBE, 2012; LIU et al., 2013).

Métodos computacionais podem exercer um papel fundamental nessa priorizacdo. As
abordagens in silico mais utilizadas nos programas de P&D requerem e existéncia de muitas
informac@es, como por exemplo, a existéncia de estruturas 3D de proteinas, para aplicacao de
métodos como o ancoramento (ou docking) molecular. Esse pré-requisito é um fator limitante,
especialmente com relacdo as DTNs, pois poucas informacdes nesse nivel de conhecimento
estdo disponiveis quando se refere a essas enfermidades. (BURROWS et al., 2014; PONDER
etal., 2014; JIN; WONG, 2014).

Uma alternativa para contornar essa limitacdo é a exploragdo das informacGes sobre o
genoma desses organismos. Os projetos de gendmica estdo em um estagio muito mais
avancado, se comparado a protedbmica e biologia estrutural, e muito mais informacédo esta
disponivel nesse nivel, mesmo para as DTNs (DUJARDIN, 2009; BAHIA et al., 2009;



37

DUNCAN et al., 2011). Essas estratégias baseiam-se, como descrito acima, na homologia de
proteinas, entre um potencial alvo de um parasito, e alvos validados para outras doencas e ja
forneceram exemplos de aplicacdo bem sucedida, como, por exemplo, a descoberta da

atividade antimalarica do composto fosmidomicina (Figura 9) (NJOROGE et al., 2014).

Figura 9 - Fosmidomicina.

O efeito antibacteriano da fosmidomicina e de seu analogo FR-900089 é proveniente
da inibicdo da DOXP redu-toisomerase, enzima chave em uma das vias de bissintese de
isoprendides em bactérias. Com 0 sequenciamento do genoma, observou-se que a via do
DOXP ¢é conservada em bactérias e em parasitos do género Plasmodium. Fosmidomicina e
FR-900089 apresentaram atividade in vitro em concentracdes submicromolares em trés cepas
de Plasmodium. A partir dai, o composto foi avaliado em ensaios clinicos, onde se
comprovou cura clinica e parasitolégica em alguns pacientes (JOMAA et al., 1999; LELL et
al., 2003; WIESNER; BORRMANN; JOMAA, 2003; WIESNER; JOMAA, 2007,
BROOKER et al., 2007).

Neste contexto, os bancos de dados disponiveis publicamente, como o DrugBank, a
Therapeutic Target Database (TTD) e a STITCH, que integram informacdes sobre a interagcdo
entre gene/proteina, farmaco e doenca, sdo recursos podem ser Uteis na identificacdo de
farmacos e alvos de farmacos que possam ser usados para o reposicionamento de farmacos
(CAFFREY et al., 2009; CLARK et al., 2012; BISPO et al., 2013).

1.4 Reposicionamento de farmacos

A busca por novos usos terapéuticos para farmacos ja existentes € uma estratégia
conhecida como reposicionamento de farmacos (do inglés, drug repositioning ou drug
repurposing), e pode acelerar o processo de desenvolvimento de farmacos. Isto porque séo
compostos cujas caracteristicas farmacocinéticas (absorgdo, metabolizacdo, distribuicdo e
excrecdo) e toxicoldgicas ja estdo bem estabelecidas, e sabe-se que esses dois fatores sdo 0s
principais responsaveis por 50% das falhas nos estagios pré-clinicos e clinicos do processo de

desenvolvimento de farmacos (OPREA et al., 2011). Uma estratégia interessante e ainda
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pouco explorada para a abordagem racional dessa ideia é o emprego de métodos in silico ou
computacionais, como, por exemplo, a triagem virtual (EKINS et al., 2011; LIU et al., 2013).

Para as industrias farmacéuticas, o reposicionamento de farmacos possui um
significante valor comercial ja que pode ampliar 0 mercado de um farmaco e encontrar novos
usos para compostos que estdo “na prateleira” com um risco financeiro baixo em um tempo
mais curto (KEISER et al., 2009). Os beneficios desta estratégia incluem: trabalhar com alvos
com potencial terapéutico estabelecido, a disponibilidade de materiais e dados, como estudos
toxicoldgicos, que podem ser usados e apresentados as autoridades regulatorias, e, como
resultado, um potencial para o desenvolvimento de fa&rmacos mais eficaz em termos de custo e
tempo gastos quando comparado as estratégias tradicionais utilizadas para colocar uma nova
molécula no mercado (JIN; WONG, 2014). (Figura 10).

Exemplos conhecidos de farmacos que foram reposicionados incluem a talidomida,
sildenafila, bupropriona e fluoxetina, em que novos usos foram encontrados além daquele
inicialmente aprovado. O exemplo da talidomida € notavel, visto que ela foi retirada do
mercado pelo FDA devido a sua teratogenicidade se administrada no primeiro trimestre de
gravidez. Todavia, este efeito adverso ndo é uma grande preocupa¢do no novo uso da
talidomida em tratar mieloma multiplo, doenca rara em mulheres em idade fértil (ASHBURN;
THOR, 2004).

Idéias para o reposicionamento podem surgir a partir de observacbes casuais (por
exemplo, sildenafila); de novas observacfes/idéias (por exemplo, a duloxetina) (THOR;
KATOFIASC, 1995), ou de novas plataformas tecnoldgicas desenvolvidas para identificar
oportunidades de reposicionamento (por exemplo, cHTS na descoberta do CombinatoRXx).
Entretanto, a descoberta e validacdo da ideia e a identificacdo de um composto candidato ao
reposicionamento € apenas 0 inicio do processo. Andlises de mercado e patentes, e a
formulacdo de novos planos de desenvolvimento fazem parte desse processo, assim como do
processo tradicional de descoberta e desenvolvimento (OPREA; MESTRES, 2012).
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Figura 10 - Comparacéo entre o modelo tradicional de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos versus o
reposicionamento de farmacos. ADMET: absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade; EMEA:

European Medicines Agency; FDA: Food and Drug Administration; MHLW: Ministry of Health, Labour and

Welfare; ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanita
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JUSTIFICATIVA

Considerando a escassez de alternativas terapéuticas para as doengas tropicais
negligenciadas, em especial as leishmanioses, a necessidade de novos agentes antiparasitarios
é premente. A busca de novos farmacos mais eficazes, mais seguros e que apresentem menos
efeitos colaterais é de grande relevancia para a satde publica.

As grandes evolucGes em diversas areas como a bioquimica e biologia estrutural, a
bioinformética, e os avancos de hardware e software proporcionaram um suporte para o
planejamento racional de farmacos utilizando estratégias computacionais.

O reposicionamento de farmacos é uma estratégia com diversos casos de sucesso no
mercado. E utilizada para acelerar o processo de descoberta de novos farmacos, inclusive por
grandes industrias farmacéuticas. Consiste na busca por um novo uso de farmacos ja
aprovados e disponiveis no mercado, sendo esta, uma estratégia altamente favoravel no
cenario atual de doencas negligenciadas como a leishmaniose. A descoberta de farmacos em
uso clinico para outras patologias com atividade leishmanicida poderia possibilitar o
surgimento de novas alternativas para o tratamento da doenca de maneira mais rapida, ao
reduzir custos e tempo da pesquisa em novos farmacos para doencas negligenciadas.

Nesse contexto, a OMS lancou, em 2012 (WHO, 2012c), um relatorio técnico
estabelecendo prioridades para a pesquisa na area de doenca de Chagas, tripanossomiase
africana e leishmaniose. Esse relat6rio indica os rumos para as pesquisas de novos métodos de
diagnostico, vacinas e farmacos, além de controle dos vetores.

No que concerne o planejamento e desenvolvimento de novos farmacos, foco deste
trabalho, o relatério da OMS ressalta quatro pontos, sendo eles: a necessidade de desenvolver
protocolos de avaliagdo da atividade de novos compostos, a descoberta de farmacos que
possam ser inseridos em terapias combinadas, e, especialmente, a busca por novas entidades
guimicas que atuem em novos alvos, e a triagem de farmacos ja existentes ou ja aprovados
para a comercializagédo, que nunca foram testados contra essas doencas.

Diante desse panorama de falta de opgdes eficazes para o tratamento das leishmanioses, o
presente trabalho justifica-se por buscar novas alternativas ao investigar novos alvos
moleculares e a atividade leishmanicida de farmacos ja aprovados para outras finalidades,

contempla as diretrizes da OMS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar possiveis alvos terapéuticos de Leishmania spp. e realizar uma triagem de
farmacos ja aprovados e disponiveis no mercado visando a identificacdo de farmacos com

potencial atividade leishmanicida.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar e selecionar possiveis novos alvos terapéuticos de Leishmania spp.;

e Realizar busca por homologia em bases de dados de alvos de farmacos aprovados,
utilizando a sequéncia primaria dos possiveis alvos de Leishmania;

o Identificar e selecionar farmacos com base na busca por homologia;

e Geracdo e validacdo de modelos de QSAR;

e Realizacdo de triagem virtual de bases de dados de farmacos aprovados, utilizando
como filtro os modelos gerados e validados de QSAR;

e Padronizar ensaios in vitro para avaliacdo do potencial leishmanicida dos compostos
selecionados;

e Realizar ensaios de atividade leishmanicida in vitro.
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3 METODOS

3.1 Bioinforméatica: selecao de possiveis novos alvos moleculares e farmacos aprovados

para o reposicionamento

3.1.1 Construcdo do banco de dados

O primeiro passo do trabalho foi a criacdo de um banco de dados que abarcasse genes
que codificassem alvos potencialmente atrativos para a acdo de farmacos. Para esse fim,
buscou-se na base de dados TDR Targets (http://tdrtargets.org/), genes que codificassem
apenas enzimas ou receptores, e que estivessem presentes concomitantemente nas quatro
espécies de Leishmania disponiveis (L. major, L. infantum, L. mexicana, L. braziliensis) e
ausentes no genoma de outros tripanosomatideos (T. cruzi e T. brucei) (Figura 11). Como
sugerido por PEACOCK et al (2007), genes comuns a todas as espécies tem potencial de
serem alvos moleculares efetivos contra todas as espécies, e existe uma maior probabilidade
de dentre os genes especificos ao género Leishmania estejam alvos proteinas essenciais ao
desenvolvimento do parasito. A restricdo por genes que codificam enzimas e receptores foi
realizada com o objetivo de dar um maior foco ao banco de dados, visto que esses s&o 0s
principais alvos de farmacos conhecidos atualmente (OVERINGTON; AL-LAZIKANI,
HOPKINS, 2006). Apos a aplicacdo desses filtros, a lista de genes foi exportada da TDR
Targets para uma planilha no Excel, contendo o nome do gene, 0 nome da proteina codificada
por esse gene, sua funcdo molecular, processo bioldgico, e componente celular. A sequéncia
primaria predita de aminoacidos no formato FASTA foi obtida ap6s busca no banco de dados

GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage).

L. mexicana

raziliensis

Leishmania spp

__

[ Género-especifico J

Comuns a todas as espécies

Figura 11 - Estratégia para a construcdo do banco de dados de genes
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3.1.2 Identificacdo de potenciais alvos

Cada gene foi considerado como um possivel alvo molecular, e a sequéncia primaria
de aminoéacidos predita para cada um deles foi utilizada para busca por proteinas homdélogas
que sdo alvos de farmacos, baseando-se no principio de alvos semelhantes podem ter ligantes
semelhantes. Para esse fim, as sequéncias, no formato FASTA, foram empregadas para
interrogar trés bases de dados de farmacos e alvos moleculares: o DrugBank
(www.drugbank.ca), a TTD (Therapeutic Targets Database
(www.xin.cz3.nus.edu.sg/group/ttd/) e a STITCH 3.1 (www.stitch.embl.de). Foram mantidos
e considerados como alvos em potencial casos onde foi identificada um homologia que
apresentasse um e-value inferior a 1°°, para o DrugBank e a TTD, ou score superior a 0.7, para
a STITCH. Apo6s essa etapa, realizou-se uma busca final na TriTrypDB

(http://tritrypdb.org/tritrypdb/), com o intuito de avaliar se esses potenciais alvos estdo

também presentes em L. amazonensis, espécie utilizada na avaliagdo in vitro.

As proteinas homdlogas alvos de compostos classificados como nutracéuticos,
horménios, anestésicos inalantes, imunossupressores e  biotecnologicos foram
desconsiderados. Essa etapa final de filtragem foi realizada porque o foco primério do estudo
consistia na identificacdo que farmacos que pudessem apresentar uma potencial atividade
leishmanicida, e que, confirmada essa atividade, fosse vidvel sugerir que esses compostos

pudessem ser reposicionados para o tratamento das leishmanioses.

3.1.3 Compilacdo da lista de potenciais alvos e farmacos associados

Com os resultados da etapa prévia, criou-se uma segunda planilha no Excel, onde
foram anotados os possiveis alvos, as proteinas homologas (alvos de farmacos), o e-value e
score, e 0s farmacos associados a cada uma das proteinas homdlogas. Foi considerado que
cada um desses farmacos pudesse também ter atividade nos alvos homdélogos de Leishmania.

Esses farmacos foram avaliados individualmente com relagéo ao seu potencial toxico.
3.1.4 Lista de farmacos ndo-avaliados
Com o objetivo de investigar se ja existiam evidéncias experimentais para os farmacos

identificados, foi realizada uma busca bibliografica na base de dados PUBMED

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) por ensaios realizados in vivo e/ou in vitro em

qualquer especie de Leishmania para cada um dos farmacos selecionados na etapa anterior.


http://tritrypdb.org/tritrypdb/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

44

Os termos utilizados na busca foram ("leishmania”[MeSH Terms] OR "leishmania"[All
Fields]) AND ("nome do farmaco"[MeSH Terms] OR "nome do farmaco"[All Fields]). Os
compostos cuja pesquisa ndo retornou resultados, ou onde os resultados encontrados foram
inconclusivos ou insuficientes, permaneceram na lista e foram sugeridos como prioritarios

para a avaliacdo bioldgica.

Banco de dados

Ntracéuticos
BioNgnoldgicos

Homoélogos

L Imunossupt..\"‘qyes
Inalantes %

Alvos preditos

*  Farmacos ]

Figura 12 - Fluxo de trabalho utilizado na estratégia de bioinformatica.

3.2  Quimioinformatica: desenvolvimento de modelos de QSAR
3.2.1 Conjunto de dados
O conjunto de dados (AID660871), contendo 400 moléculas avaliadas

experimentalmente in vitro em formas amastigotas de L. infantum (MHOM/MA/BE/67), foi
retirado da base de dados PubChem BioAssay (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcassay). A

faixa de atividade (CE50) varia de < 0,125 uM para a mais potente, até > 32 uM, para as
menos potentes/inativas. Contraions foram retirados e quimiotipos especificos, como grupos
aromaticos e nitro, foram padronizados usando o software Standardizer (ChemAxon,

Budapest, Hungary, http://www.chemaxon.com). A presenca de duplicatas - compostos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcassay
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idénticos reportados mais de uma vez no mesmo conjunto de dados — foi avaliada, e nenhuma
duplicata foi encontrada. O limiar de atividade para a constru¢do dos modelos de QSAR foi
definido em 10 uM; dessa maneira, compostos com CE50 abaixo de 10 uM foram
considerados ativos, e acima desse valor foram considerados inativos.

A partir dessa divisdo obteve-se um conjunto desbalanceado (numero diferente entre
moléculas ativas e inativas). Para obter-se uma propor¢do de 1:1 entre ativos e inativos, o
conjunto foi balanceado, reduzindo o numero de inativos até igualar o nimero de ativos.
Metade dos compostos inativos foi selecionada aleatoriamente, e a outra metade foi composta

pelos compostos inativos mais similares aos ativos.

3.2.2 Calculo de descritores

3.2.2.1 Fingerprints

Descritores do tipo fingerprint sdo capazes de capturar caracteristicas das moléculas
que sdo relevantes para a atividade biologica, formando uma lista de valores binarios (0 ou 1),
indicando a presenca ou auséncia de subestruturas particulares a partir de informagoes
topoldgicas. Essas subestruturas podem ser pré-definidas ou ndo, onde cada conjunto de
moléculas gera um conjunto de subestruturas proprio posterior ao céalculo (ROGERS; HAHN,

2010). Nesse estudo foram utilizados os fingerprints MACCS, AtomPair e FeatMorgan.

3.2.2.2 SiRMS

Descritores SiIRMS (do inglés, Simplex Representation of Molecular Structure)
contam fragmentos de quatro atomos com composicao e estrutura topoldgica fixa. Em nivel
bidimensional, a conectividade dos atomos, tipo de atomo e de ligacdo (simples, dupla, tripla
ou aromatica) foram consideradas. Esses descritores consideram: tipo de atomo, carga parcial,
lipofilicidade, refratividade molar, doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio.
Caracteristicas atbmicas com valores continuos (carga, lipofilicidade e refracdo) possuem as
seguintes divisoes: (i) carga parcial I <-0,05 <11 <0 <III <0,05 <1V, (ii) lipofilicidade I < -
0,5 <II<0<III <0,5 <1V; (i) refratividade molar I < 1,5 <11 <3 <III < 8 <1V. Para
ligacdo de hidrogénio, os atomos sdo divididos em trés categorias: aceptor de ligagcdo de
hidrogénio, doador de ligacao de hidrogénio e atomo indiferente (KUZ’MIN; ARTEMENKO;
MURATOV, 2008; MURATOV et al., 2010).
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3.2.2.3 Dragon

Os descritores 2D foram gerados usando o programa DRAGON (v.5.5, Talete SRL,
Milan, Italy): constitucionais (contagem de atomos e grupos quimicos), grupos funcionais,
fragmentos centrados nos atomos, topoldgicos, indices de conectividade, indices de
informacdo, indices de carga topoldgica, e propriedades moleculares (TODESCHINI;
CONSONNI, 2000).

3.2.3 Desenvolvimento dos modelos de QSAR

O fluxo de trabalho para geracdo dos modelos de QSAR incluiu trés passos
(TROPSHA, 2010): (i) preparo/analise do conjunto de dados (selecdo de descritores e
compostos), (ii) construgdo dos modelos e (iii) validagdo/selecdo dos modelos. Nesse trabalho
foi empregado o método de validacdo cruzada externa do tipo 5-fold (Figura 13): o conjunto
de dados total com atividade experimental definida é aleatoriamente dividido em cinco
subgrupos de tamanhos iguais; entdo um desses subgrupos (20% de todos os compostos) é
definido como conjunto de validagdo externa e 0s quatro conjuntos restantes formam o
conjunto de modelagem (80% de todo o conjunto de dados). Esse procedimento € repetido
cinco vezes, de modo que cada um dos cinco subconjuntos seja utilizado como conjunto de
validacdo externa.

O dominio de aplicabilidade (AD) para cada tipo de descritor foi estimado com base
nas distancias euclidianas entre os conjuntos de treinamento de cada modelo gerado no
processo de validacdo cruzada. A distancia entre um composto do conjunto teste e o seu
vizinho mais proximo no conjunto de treinamento € comparado com o nivel de limiar
predefinido do DA. Se a distancia é maior do que este limiar, a previsao ndao é considerada
confiavel. No presente estudo, dois métodos de aprendizado de maquina foram utilizados para
fazer a classificacdo dos compostos, o Random Forest (RF), e o Support Vector Machine
(SVM). Esses dois métodos de classificagdo foram combinados com os cinco tipos de
descritores diferentes, gerando um total de oito modelos diferentes. Os modelos foram

construidos utilizando o pacote de gsaR e o fluxo de trabalho foi integrado no KNIME.
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Figura 13 - Fluxo de trabalho para desenvolvimento dos modelos de QSAR. (Modificado de TROPSHA, 2010)

3.2.4 Auvaliacdo do desempenho dos modelos

Os seguintes parametros foram utilizados para avaliar diferentes aspectos da

preditividade dos modelos:
Acurécia balanceada (ACB):

_ (Sensibilidade+Especificidade)

ACB
2

Coeficiente kappa de Cohen (kappa):
Pr(a) — Pr(e)

kappa =——p 5
Sensibilidade:
Sensibilidade = 7
Especificidade:
E ificidad —VN
SpECl 1Cl1dade = N
Precisdo:

VP

Precisao = ———
recisao VP TP
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Onde VP ¢é o nimero de compostos verdadeiros positivos (classificados corretamente),
P é o nimero de compostos positivos (verdadeiros positivos + falsos negativos), VN € o
numero de compostos verdadeiros negativos, N é o numero de compostos negativos, Pr (a) é
porcentagem de concordancia observada, e Pr (e) é a probabilidade hipotética de concordancia

aleatoria.
3.3 Avaliacgdo bioldgica

3.3.1 Manutencéo dos parasitos

As formas promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), cedidas pelo banco
de leishmanias (Leishbank) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG), foram cultivadas em meio Grace (Sigma)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB, Ciprion) inativado, 2 mM de L-glutamina
(Sigma), 200 Ui/mL de penicilina (Sigma) e 200 ug/mL de estreptomicina (Sigma), a 26° C
em estufa BOD. A cultura foi mantida em placa de 24 pocos, e repiques foram realizados a

cada dois dias, iniciando com 108 parasitos/mL.

3.3.2 Triagem bioldgica e determinacdo in vitro da concentracdo efetiva 50% (CE50) dos

farmacos estudados

Os farmacos avaliados foram dissolvidos em DMSO. O isotianato de pentamidina foi
utilizado como padrao para os estudos. Para a triagem bioldgica in vitro, os farmacos foram
inicialmente avaliados na concentragdo de 100 uM, e os farmacos que apresentaram atividade
(mais de 50% de parasitos mortos) nessa concentracdo foram encaminhados para a
determinacdo do CES50. Para se definir o CE50, os farmacos foram diluidos em meio de
cultura e incubados com os parasitas em diferentes concentracdes, obtidas por diluicdo seriada
1:2. A concentracdo do solvente, quando utilizado, foi inferior a 0,5% do volume final do
poco, para ndo causar danos aos parasitos. O CE50 dos farmacos foi determinado utilizando
apenas as formas promastigotas de L. amazonensis. Os ensaios foram realizados em duplicata,

em dois ensaios independentes.

3.3.3 Ensaios com promastigotas

A viabilidade das promastigotas, obtidas em fase logaritmica, foi avaliada pelo ensaio
colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetilazol-2i)-2,5-difenil brometo de tetrazélio). O ensaio
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baseia-se na reducdo do sal de tetrazolio [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl
tetrazolium bromide] pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase, gerando cristais
violeta de formazam. Esta reducdo ocorre apenas em células viaveis; dessa forma, a
quantidade de formazan é diretamente proporcional a quantidade de células vivas (DUTTA et
al., 2005). A quantidade de células utilizada foi 1x10° células por poco, em placas de 96
pogos (Costar), contendo os compostos a serem testados em diferentes concentracoes, diluidos
no meio de cultura. Apés um periodo de 48 horas de incubacdo em estufa BOD a 26 °C
adicionou-se 20 pL de MTT (5 mg/mL). Em seguida, a placa foi incubada por mais 4 horas
sob as mesmas condic@es, seguido da adicdo de 80 pL de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio)
40% por 24 horas para solubilizar os cristais de formazan. A densidade Optica foi determinada
a 550 nm, em leitor de microplacas (MULTISKAN). Como controle negativo (100% de
células mortas), utilizou-se células tratadas em banho-maria a 60°C por duas horas. Como

controle positivo (100% de células vivas), utilizaram-se células ndo tratadas.
3.3.4 Anélises estatisticas
Os dados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 (Inc. San

Diego, CA, USA) para a determinacdo da CE50, por meio de curvas sigmoidais do tipo dose-

resposta , e intervalos de confianca 95%.
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4 RESULTADOS

4.1 Bioinformatica: selecdo de possiveis novos alvos moleculares e farmacos aprovados

para o reposicionamento

4.1.1 Construcdo do banco de dados

Do processo inicial de filtragem para a obtencdo do banco de dados obteve-se: 7885
genes comuns as quatro espécies de Leishmania com genoma elucidado e disponivel na TDR
(L. mexicana, L. major, L. infantum, L. braziliensis) e 1766 genes especificos do género
Leishmania, dentre os parasitos da familia Tripanosomatidae. Ao fazer a intersecdo dessas
duas listas, restaram 1487 genes, que foram reduzidos a 229 ao restringir os resultados apenas

a enzimas e receptores.

4.1.2 Busca por homologia

A busca por similaridade, realizada nas bases de dados DrugBank (DB), STITCH, e
TTD, identificou que 85 das 229 sequéncias avaliadas possuiam pelo menos uma proteina
homologa, considerando os valores de corte estabelecidos ( TTD e DB: e-value < 10-9,
STITCH: score: > 0.7). Dessas 85, foram desconsideradas as proteinas homoélogas que
interagiam com compostos  classificados como  nutracéuticos,  biotecnoldgicos,
imunossupressores, hormonios e anestésicos.

Apos essa etapa, permaneceram 37 potenciais alvos identificados a partir do genoma
de Leishmania spp, que apresentavam 68 homdlogos unicos: para alguns alvos mais de uma
proteina homologa foi identificada, e em outros casos, a mesma proteina foi identificada como
homdloga de mais de um alvo. Observou-se que 122 farmacos interagiam com os homoélogos
identificados. Os resultados obtidos nessa etapa do estudo estdo expostos na Tabela 2. Cada
proteina homdloga é apresentada apenas uma vez, de acordo com o menor e-value e/ou maior
score em relagdo aos potencias alvos de Leishmania.

A partir dessa lista final, realizou-se uma busca na literatura a fim de avaliar quais
desses farmacos haviam sido previamente avaliados em Leishmania. Os farmacos ainda nédo
avaliados com relagdo ao seu potencial leishmanicida deverdo ser validados

experimentalmente.
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Proteina homologa

E-value /

Gene Produto do gene (Espécie) Score Farmaco
Proteina
LmiF semelhante a Proteina semelhante a
J fosfolipase fosfolipase C 1 (Homo  1,67e-49 Quinacrina
35.0040 LS .
fosfatidilinositol-  sapiens)
especifica
Etosuximida
Fenelzina
Citocromo P450 3A43 Oxazepam
. 1,05e-20 Lo
(Homo sapiens) Zalcitabina
Praziquantel
Dolutegravir
Citocromo P450 4A11 o .5 Pentamidina
(Homo sapiens) ' Clofibrato
Tromboxano-A sintase ) Sulfasalazina
. ,92e-18 .
(Homo sapiens) Ridogrel
Esterol 17-alfa-
hidroxilase/17,20 liase  4,80e-17 Metoclopramida
(Homo sapiens)
Masoprocol
Citocromo P450 2J2 Rivaroxaban
. . 1,22e-16 .

LmijF Proteina (Homo sapiens) Apl_xaba_n
343330 semelhante a Levomilnacipran
' citocromo P450  Citocromo P450 26A1 Cetoconazol

. 3,53e-14 -
(Homo sapiens) Acitretina
Lanosterol 14-alfa Tioconazol
. Cetoconazole
demetilase 4,13e-14
. . Sertraconazol
(Candida albicans)
Itraconazole
Clotrimazol
Omeprazol
Digoxina
Enzima de clivagem Cetoconazol
de colesterol, 2 376-9 Aminoglutetimida
mitocondrial ~ (Homo ’ Terbinafina
sapiens) Clomifeno
Dinoprostona
Saquinavir
Digitoxina
Fator de crescimento .
: Regorafenibe
de fibroblasto L
3.43e-11 Ponatinibe
Receptor 1 (Homo :
. Sorafenibe
sapiens)
Fator de crescimento
LmijF Pmte'l’}fagggnase' geece or j‘b“(’a'gf;g 2.37e-11 Ponatinibe
32.0780 P <P
sapiens)
Fator de crescimento
de fibroblasto Pasopanibe
Receptor 3 (Homo 1.26e-12 Ponatinibe

sapiens)
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Proteina homologa

E-value /

Gene Produto do gene (Espécie) Score Farmaco
Acido graxode £ . .
LmjF cadeia longa - ﬁ%ﬁ; 9ré)é;dfigcaasie'2 3.740-25 Troglitazona
01.0530 CoA ligase, . ' Rosiglitazona
putativa (Homo sapiens)
LmjF Desidrqgenase de Carbonil redutase Tretabenz?lz_ina
35 1220 cadeia curta, [NADPH] 1 1.62e-23 Doxorubicina
' putativa (Homo sapiens) Lubiprostona
LmjF q _I;l/lalato Malato Desidrogenase 4.880-82 Nitrofural
34.0150 eSLJ&%fJ‘aase’ (Escherichia coli) 008 Itrofura
Dipiridamol
. . Adenosina Vidarabina
3??{50 amiﬁgﬁino::]c?lase Desaminase 1.24e-21 Pentostatina
' (Homo sapiens) Teofilina
Nelarabina
LmijF Proteina Proteina _de ligagdo 1 o
31.2320 semelhante a DNA helicase 2.12e-21 Epirubicina
helicase (Homo sapiens)
Quinase inibidora de Mesalazina
kappa-B  Subunidade  4.83e-17 Sulfasalazina
beta (Homo sapiens) Auranofina
LmjF Receptor de fator de
33.1980 e, 2.850-16 Amitriptilina
Serina/Treonina- I(:gfor:]oss plcergz)cimento
guinase, putativa q ; Talidomida
e fibroblasto .
1.09e-16 Regorafenib
Receptor 2 Ponatinib
(Homo sapiens)
Proteina guinase
ativada por 5-AMP . ., Fenformina
Subunidade catalitica ' AAS
1-alfa (Homo sapiens)
. . Adrenodoxina,
3&?50 Adr;zStoactji(\)zlna, mitocondrial 1.74e-18 Milotano
' (Homo sapiens)
Proteina . Ni_Iutar_ni_da
LmijF semelhante a NADPH--citocromo _I\/Iltomlcmg
36.4720 metionina sintase P450 redutgse 2.69e-32 Nltrofuraqtqlna
' redutase (Homo sapiens) Doxorubicina
Daunorubicina
Nateglinida
Mitiglinida
Transportadores G"q“'dof‘a
LmjF ABC subfamilia Tranqur_tadores ABC Tolputar_mda
34.0670 C membro 8 subfamilia C membro  6,05e-25 Gl[cgz!da
' putativa ’ 8 (Homo sapiens) Glipizida
Gliburida
Repaglinida

Clorpropamida
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Proteina homologa E-value /

Gene Produto do gene (Espécie) Score Farmaco
Proteina Acido graxo sintase 6,95e-9 Orlistat
. . (Homo sapiens)
LmjF semelhante a Quinona
23.0860 _quinona oxidoreductase 6,44e-25 Dicoumarol
oxidoreductase .
(Homo sapiens)
Proteina
LmiE semelhante a Esfingomielina Amlodipina
! frutose fosfodiesterase 9,89%-13 Clorpromazina
35.0640 . . ;
fosfofrutofuranos  (Homo sapiens) Desipramina
idase
Pantoprazole
LmjF ATPase movida K* ATPase cadeia alfa 5 886-0 Omeprazole
04.1110 por prétons 1 (Homo sapiens) ' Lansoprazole
Rabeprazole
Miconazole
L Clorzoxazona
. Canal de potassio .
LmjF Proteina ativado or célcio Procaina
! semelhante a o P 7,51e-17 Hidroflumetiazida
01.0820 . . Subunidade alfa 1 . o
canal de potéassio . Hidroclorotiazida
(Homo sapiens) . .
~ Diazoxida
Acido cromoglicico
Transportador  ABC A
subfamilia A membro  2,97e-10 Gliburida
) Probucol
1 (Homo sapiens)
Transportador  ABC
subfamilia A membro 7,0e-12 Imatinib
3 (Homo sapiens)
Regulador de
a Ivacaftor
condutancia Ibuprofeno
transmembrana de  6,78e-19 proter
) . Bumetanida
fibrose cistica S
. Gliburida
(Homo sapiens)
Transportadores ABC
Transportador ~ subfamilia C membro  1,26e-26 Gliburida
LmjF ABC subfamilia 9 (Homo sapiens)
26.2670 B membro 2, Docetaxel
putativa Paclitaxel
Citarabina
Doxuraobicin
Proteina de resisténcia Sildenafila
a multifarmacos 7 1,29e-27 Tenofovir
(Homo sapiens) Gemcitabina
Vincristina
Verapamil
Daunorubina
Etoposideo
Transportadores ABC
subfamilia C membro  4,78e-29 Indometacina

11(Homo sapiens)
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Proteina homologa

E-value /

Gene Produto do gene (Espécie) Score Farmaco
Indometacina
Teniposideo
Proteina de resisténcia Cisplatina
a multifirmacos 6 1,14e-44 Sulfinpirazona
(Homo sapiens) Vinblastina
Dactinomicina
Doxorubicina
Transportador de
peptideos antigénicos  1,44e-60 Lapatinib
1 (Homo sapiens)
If’rotelna _dt’a resisténcia Silodosina
a multifarmacos 3 0.0 -
. Etravirina
(Homo sapiens)
Transportadores ABC
subfamilia A membro  7,89e-12 Tacrolimus
5 (Homo sapiens)
Atorvastatina
Sulfinpirazona
Mercapturina
. o Zidovudina
Proteina de resisténcia . )
s .o Sildenafila
a multifarmacos 5 3,8e-39 .
(Homo sapiens) FluoroaC|_I
Alprostadil
Adefovir
Dinoprostone
) Dipiridamol
LmjF Glicoproteina-p  Transportador de
34.0990 pertideos antigénicos 1 1,64e-60 Lapatinib
(Homo sapiens)
Transportadores ABC
SUbf‘?‘m'"a.B membro 1,51e-83 Doxorubicin
8, mitocndiral
(Homo sapiens)
Proteina de resisténcia . .
X o2 Silodosina
a multifarmacos 3 0.0 -
. Etravirina
(Homo sapiens)
Tirosina-quinase JAK3 ; 44 19 Tofacitinibe
(Homo sapiens)
Serina/Treonina- Sorafempe
. Regorafenibe
. . . quinase B-raf 8,61e-20 .
LmjF Proteina quinase, (Homo sapiens) Dabrafenibe
17.0390 putativa P Vemurafenibe
Tlrosma-qu_lnase Fyn 1,53e-20 Dasatinib
(Homo sapiens)
Tirosina-quinase JAK2 819021 Ruxolitinibe
(Homo sapiens) ’ Tofacitinibe




Tabela 2 - Resultados obtidos na busca por homologia.

55

Proteina homologa

E-value /

Gene Produto do gene (Espécie) Score Farmaco
Tirosina-quinase  Yes .
(Homo sapiens) 3,12e-21 Dasatinib
Proteina de  fuséo
BCR/ABL isoforma  4,96e-21 Imatinib
X9 (Homo sapiens)
Tirosina-quinase 2
Abelson 6,18e-23 Dasatinibe
(Homo sapiens)
Nilotinibe
Tirosina-quinase 9 230-21 Imatinibe
ABL1 (Homo sapiens) ' Dasatinibe
Bosutinibe
Tirosina-quinase Lyn Ponatinibe
(Homo sapiens) 6.67e-24 Bosutinibe
Proteina quinase 3
Proteina quinase  ativada por mitégeno  9,54e-46 Sulindac
LmjF ativada por (Homo sapiens)
13.1640 mitogeno, Proteina quinase 11
putativa ativada por mitdgeno  7,71e-41 Regorafenib
(Homo sapiens)
Proteina quinase C Tamoxifeno
tipo alfa 9,86e-56
. Ingenol Mebutato
(Homo sapiens)
Proteina quinase C
tipo theta 2,93e-56 Tamoxifeno
(Homo sapiens)
Proteina quinase C
tipo épsilon 7,76e-57 Tamoxifeno
(Homo sapiens)
Proteina quinase C
tipo beta 1.44e-56 Tamoxifeno
(Homo sapiens)
LmjF Proteina quinase, Ffrotema Quinase  C Tamoxifeno
30.0800 putativa tipo delta 56259 Ingenol melbutato
(Homo sapiens)
Proteina quinase C
tipo iota 3,37e-59 Tamoxifeno
(Homo sapiens)
Proteina quinase 1
dependente ~ de 3- 4 54 40 Celecoxib
fosfoinositideo
(Homo sapiens)
Proteina quinase tipo
Il dependente de
calcio/calmodulina 8,13e-35 Bosutinibe

Subunidade
(Homo sapiens)

gamma
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4.2 Quimioinformética: desenvolvimento de modelos de QSAR

4.2.1 Conjunto de dados

O conjunto de dados retirado do PubChem BioAssay continha 400 compostos. Desses
400. Apos a divisdo com o limiar de atividade de 10 uM, 91 moléculas foram definidas como

ativas e 309 inativas. O conjunto foi balanceado para a proporgéo 1:1: 91 ativas e 91 inativas.
4.2.2 Modelos gerados
Utilizando todas as combinagdes possiveis entre os descritores e os métodos de

classificacdo, oito modelos diferentes foram gerados. Os resultados da validacdo externa do

tipo 5-fold estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados estatisticos dos melhores modelos de QSAR gerados.

Modelo AC Sen. Esp. Kappa Cobertura
MACCS-SVM 0,65 0,59 0,70 0,30 1
MACCS-SVM AD 0.64 0,71 0,57 0,29 0,62
FeatMorgan-

0,68 0,66 0,69 0,35 1
SVM
FeatMorgan-

0,68 0,72 0,63 0,35 0,62
SVM AD
AtomPair - RF 0,67 0,66 0,68 0,34 1
AtomPair - RF

0,66 0,68 0,63 0,32 0,66
AD
FeatMorgan - RF 0,65 0,66 0,63 0,30 1
FeatMorgan - RF

0,65 0,72 0,55 0,27 0.62
AD
DRAGON - RF 0,7 0,74 0,66 0,40 1
DRAGON - RF

0,7 0,79 0,60 0,39 0.69
AD
SIRMS - RF 0,66 0,68 0,65 0,33 1
SiRMS - RF AD 0,66 0,63 0,68 0,31 0.84

AC: acurdcia; Sen.: sensibilidade; Esp.: especificidade.
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Modelos consenso foram gerados, utilizando os resultados de quatro modelos
individuais. Parametros estatisticos reproduzidos na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados estatisticos dos melhores modelos consenso utilizando a combinacdo de quatro modelos
individuais.

Modelo AC Sen. Esp. Kappa Cobertura
SiRMS - RF +

MACCS-SVM +
FeatMorgan-SVM

SiRMS - RF +

DRAGON - RF +

MACCS-SVM + 0,72 0,74 0,70 0,44 0,85
FeatMorgan-SVM

AD

SiRMS - RF +

DRAGON - RF + . 0,78 0,74 0,51 1
AtomPair-SVM  + '

FeatMorgan-SVM

,IRMS - RF +

DRAGON - RF +

AtomPair-SVM  + 0,67 0.73 0,61 0,34 0,89
FeatMorgan-SVM

AD

SiRMS - RF +

DRAGON - RF +

MACCS-SVM + 0,77 0,76 0,77 0,53 1
AtomPair -SVM

SiRMS - RF +

DRAGON - RF + o172 0,72 0,71 0,43 0.85

MACCS-SVM +
AtomPair -SVM AD

AC: acurdcia; Sen.: sensibilidade; Esp.: especificidade.

4.3 Avaliagdo bioldgica

4.3.1 Triagem biologica e determinacédo in vitro da concentracdo efetiva 50% (CE50) dos

farmacos estudados

A concentracgéo efetiva 50% (CE50) em promastigotas de L. amazonensis para 0s

compostos avaliados estdo expostos na Tabela 5.



Tabela 5 — Valores expressos em M das CE50 dos farmacos avaliados contra formas promastigotas de L.

amazonensis.

CE50 uM (IC 95%)

Farmaco Estrutura quimica
i:ﬁl F F
o 0
Nilutamida J< NA

5,75

Clomifeno (4,77 - 6,91)

Lansoprazol — NA

Sertaconazol e ol <
A
Cl
OH
HyC
o
55,08
Ibuprofeno (49,66 - 61,23)
HsC.
CHs
N P
7,24
- \
Pentamidina i (5,25 - 10,23)
NHy HH
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CE50: concentracdo requerida para a inibicdo do crescimento de 50% das células. IC 95%: intervalo de
confianga de 95%; NA: sem atividade; ND: ndo determinada; *Pentamidina: farmaco padréo; **CE50 ndo foi

determinado, mas nas concentragdo de 15 uM todos os parasitos encontravam-se inviaveis..
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5 DISCUSSAO

5.1 Bioinformatica: selecdo de possiveis novos alvos moleculares e farmacos aprovados

para o reposicionamento

Ao longo dos anos, o reposicionamento de farmacos demonstrou demonstrou-se uma
estratégia bem sucedida. Praticamente todo os farmacos disponiveis atualmente para o
tratamento da leishmaniose enquadra-se nesse caso: miltefosina, anfotericina B e pentamidina
foram previamente aprovados concebidos e/ou aprovados para outras indicacfes (OPREA et
al., 2011; POLLASTRI; CAMPBELL, 2011; NOVAC, 2013; NAGLE et al., 2014).

Devido a esse panorama, decidiu-se trabalhar com informac6es disponiveis no genoma
de espécies de Leishmania, buscando por alvos homologos validados. A justificativa para a
utilizacdo do grupo de genes género-especifico e comuns as quatro espécies como ponto de
partida baseia-se em alguns pressupostos: ao buscar genes comuns a todas as espécies, espera-
se que, caso algum alvo molecular seja encontrado e validado, esse esteja presente em todas
as espécies, representando um potencial alvo para acdo de farmacos com amplo espectro, que
possa vir a ser efetivo no tratamento das diversas formas clinicas da doenca.

Nesse sentido, foi conveniente que dentre as quatro espécies com genoma
disponibilizado na TDR, encontram-se espécies causadoras de doencas no Novo Mundo (L.
braziliensis), no Velho Mundo (L. major), e das formas tegumentar (L. mexicana) e visceral
(L. infantum).

A vantagem esperada ao reduzir esses possiveis alvos para aqueles géneros-especificos
baseia-se na idéia de que esses genes sdo importantes no que diferencia o parasito dos outros
da mesma familia, visto que eles evoluiram de um ancestral comum, o que pode ter
implicancia (podem ser essenciais) no desenvolvimento e no estabelecimento da doenga
especifica do género Leishmania (BEVERLEY, 2003; PEACOCK et al., 2007). N&o obstante,
vale ressaltar que existem diversas etapas pré e pds-transcricionais que podem também
exercer um papel importante nessas diferencgas.

Imunossupressores, por causarem a depressdo do sistema de defesa dos individuos,
ndo sdo alternativas viaveis para o tratamento de uma doenca infecciosa, mesmo que possuam
atividade leishmanicida, como é o caso da ciclosporina (YAU et al., 2010). Também existem
evidéncias de que pacientes tratados com corticosteroides ou metotrexato estdo em risco
(WHO, 2010b). Esses sdo exemplos de farmacos imunossupressores identificados na busca

por homologia que foram descartados.
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Nutracéuticos (quase sempre o proprio substrato natural da enzima, ou algum cofator)
foram retirados porque foi considerado que muito dificilmente esses compostos causariam
algum dano ao parasito. Hormonios, por exercerem muitos efeitos colaterais, foram
considerados inconvenientes para o0 reposicionamento, assim como 0s anestésicos inalantes.
Por fim, foram excluidos produtos biotecnolédgicos (peptideos), pois se visava trabalhar
apenas com moléculas pequenas.

Alvos homdlogos que interagem com um nimero muito grande de moléculas (> 30)
também foram desconsiderados, por dois motivos: o primeiro é pratico, considerando que
seria invidvel, por exemplo, avaliar os 568 farmacos que interagem com a CYP3A4, principal
enzima responsavel pelo metabolismo de farmacos, e homoéloga ao LmjF.34.3330, e o
segundo, mais importante, € o fato de que essas proteinas ndo tem especificidade com relagédo
ao seu substrato, podendo sofrer diversas modifica¢fes estruturais para acomodar moléculas
estruturalmente muito diferentes. Estratégias baseadas na estrutura priméria das proteinas,
como a utilizada aqui, ndo contemplam essas variagdes estruturais, perdendo a especificidade
da relacdo entre proteina e molécula pequena, que é a base desse estudo (ZHOU, 2008;
SEVRIOUKOVA; POULOS, 2013)

Nesse mesmo sentido, de falta de especificidade da relagdo proteina-molécula,
farmacos indutores também foram desconsiderados. A indugdo, geralmente, ocorre via
interacdo com uma segunda proteina, um fator de transcricdo, que aumenta a expressao da
primeira proteina (a proteina homdloga, no caso). Portanto, a interacdo direta ocorre entre o
farmaco e o fator de transcricdo, e ndo entre o farmaco e a proteina homéloga (WATKINS;
NOBLE; REDINBO, 2002; GALETIN; GERTZ; HOUSTON, 2010).

E importante salientar que, observadas todas as restricbes e filtragens realizadas,
nenhum farmaco foi identificado nas bases de dados TTD e STITCH sem que tivessem sido
previamente identificados pelo DB. Alguns alvos foram identificados unicamente pela TTD,
e/ou STITCH, entretanto nenhum desses alvos estava associado a farmacos (o foco primario
do estudo) que néo tivessem sido identificados pelo DB.

Com relagéo aos 37 potenciais alvos identificados, 35 sdo expressos constitutivamente
nas duas fases de vida do parasito (LEIFSO et al., 2007). Um Unico gene, o LmjF35.2160,
tem maior expressao em promastigotas, e € considerado ndo essencial (BOITZ; ULLMAN,
2006; LEIFSO et al., 2007), ndo sendo, portanto um alvo viavel. Além disso, 12 dos
potenciais alvos identificados ja haviam sido previamente sugeridos como possiveis alvos

terapéuticos por outro estudo in silico (FLOREZ et al., 2010). A validagio desses alvos,
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portanto, deve ser priorizada. Outro ponto que merece destaque é o fato de que 41% dos
potenciais alvos identificados sdo proteinas quinase.

Estima-se que entre 30 e 35% dos programas de P&D estejam destinados ao estudo de
quinases (WEINMANN; METTERNICH, 2005). A relevancia desses alvos esta amplamente
documentada, especialmente no campo da oncologia. Diante desse cenario, diversos esfor¢os
vém sendo realizados na investigagdo dessas proteinas como alvos para doengas parasitarias
(DOERIG; TOBIN, 2010; ROTELLA, 2012). Nao ha davidas com relacdo ao potencial de
interacdo e modulacdo por moléculas pequenas dessas proteinas, contudo, ainda ndo se sabe
se sera possivel identificar compostos seletivos para 0s parasitos, vistos que a maioria dos
inibidores de quinase apresenta toxicidade elevada. Estudos de homologia identificaram 179
genes com homdlogos em eucariotos, e 17 genes codificando quinases atipicas (PARSONS et
al., 2005). Talvez a exploracdo dessas quinases atipicas seja 0 melhor caminho para a busca

de compostos seletivos.

H 30 % Antineoplasico
M 13% Outros

M 11% Hipoglicemiante
H 8% Antiviral

7% Anti-inflamatdrio
M 6% Antifungico

H 3% Anticoagulante
M 3% Antiparasitario

i 3% Antiulceroso

M 3% Antidepressivo

i 3% Diurético

i 2% Antibacteriano

i 2% Antiarritmico

i 2% Hipocolesterolemiante
4 2% Antipsicotico
i 2% Antiasmatico

4 2% Cardiotonico

Figura 14 - Distribuicdo dos farmacos identificados pela estratégia de bioinformética por classe terapéutica.
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Ao analisar a distribuicao de farmacos de acordo com a classe terapéutica (Figura 14),
percebe-se que a classe com o maior nimero de compostos identificados é a de
antineoplasicos. Dados da literatura mostram, de fato, que um grande nimero de compostos
utilizados e/ou planejados para o tratamento do céncer tem atividade leishmanicida
(KLINKERT; HEUSSLER, 2006; FUERTES et al., 2008). A propria miltefosina € o melhor
exemplo dessa relagcdo: inicialmente planejada como um agente anticancer, tornou-se o
primeiro farmaco ativo por via oral no tratamento da leishmaniose (MACHADO et al., 2010).

Outras das classes com maior nimero de retornos também apresentam compostos com
atividade leishmanicida reportada. A glibenclamida, um hipoglicemiante (segunda maior
classe) (PONTE-SUCRE; FIGARELLA; MOLL, 2001; SERRANO-MARTIN; PAYARES;
MENDOZA-LEON, 2006; PADRON-NIEVES et al., 2009), tem atividade conhecida contra a
doenca. Diversos antifingicos, como a propria anfotericina B e o cetoconazol, ambos
utilizados na terapia, conseguem eliminar o parasito (LEPESHEVA; WATERMAN, 2011,
SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013). Antivirais inibidores de protease, como o Nefinavir,
também ja foram validados experimentalmente como inibidores do crescimento do parasito
(DESJEUX; ALVAR, 2003; SANTOS et al., 2009; KUMAR et al., 2010).

Essa estratégia permitiu a identificacdo de 28 (22%) farmacos com algum tipo de
atividade leishmanicida (Tabela 6), demonstrando a sua alta capacidade em recuperar esses
compostos. Se considerados farmacos ndo avaliados, mas estruturalmente semelhantes, ou
com 0 mesmo mecanismo de acdo dos ativos, esse numero salta pra 46 (37%). Para apenas 12
(9%) farmacos existem evidéncias de que ndo possuam atividade leishmanicida. Essa
discrepancia entre ativos e inativos talvez possa ser mais bem explicada com base na falta de
interesse na publicacdo de resultados negativos do que na maior capacidade de identificacdo
de moléculas ativas, propriamente. Desses 12 sem atividade leishmanicida, 7 podem ser
utilizados como adjuvantes no tratamento da doenca em alguns casos, como, por exemplo, 0
verapamil, capaz de reduzir a resisténcia a alguns farmacos in vitro (via inibicdo de
transportadores que podem atuar como bombas de efluxo), apesar de, individualmente, ndo
ser capaz de inibir o crescimento do parasito (KAUR; DEY, 2000; SHOKRI et al., 2012).
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Tabela 6 - Farmacos com atividade leishmanicida identificados pela metodologia de busca por homologia.

Farmacos

Observacoes

Referéncias

o

Amitriptilina

Antidepressivos triciclicos (ATC)
ja foram  sugeridos  como
potenciais farmacos
antileishmania.

ATCs cujo anel central contém
apenas carbono sdo mais potentes.
CE50: 5 uM em promastigotas de

L. donovani.

(ZILBERSTEIN;
LIVEANU;
GEPSTEIN, 1990;
PARVEEN et al.,
2005)

Atividade in vitro (L. donovani,
L. infantum, L. amazonensis, L.
major, L. brasiliensis) e in vivo
(L. donovani).

Outros compostos da mesma
classe, como azelnidipina e
nicardipina também apresentam

atividade.

(PALIT; ALI, 2008;
REIMAQO; SCOTTI,
TEMPONE, 2010)

Atorvastatina

Inibicdo de formas promastigotas
de L. donovani: CES0 19,4 uM.

Sinvastatina também inibe o
crescimento de promstigotas, mas

€ menos potente.

(DINESH et al.,
2014)

CHy
L St

P.x

Auranofina

Atividade in vitro (L. major e L.
amazonensis com CE50, em
amastigotas, de 0,07 ¢ 0,27 uM,
respectivamente) e in vivo (L.

major).

(ILARI et al., 2012;
SHARLOW et al.,
2014)
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Tabela 6 - Farmacos com atividade leishmanicida identificados pela metodologia de busca por homologia.

Farmacos Observacoes Referéncias
NHy Atividade in vivo (L. infantum,
I . (TAVARES et al.,
T CE50 1,88 uM em amastigostas) 2007: KAUR et al.,
NH2
N come in vitro (L. donovani). 2010)
Cisplatina

QLT

Clorpromazina

ATCs com atividade comprovada
in vitro em formas promastigotas
e amastigotas de L. donovani, L.

mexicana, L. aethiopica e L.

major.

(PEARSON et al.,
1984; EL-ON et al.,
1986; LIEB, 2004)

v

Clotrimazol

Atividade em promastigotas de L.

infantum, CES0 2,81 puM.

QOutros imidazéis, como

bifonazol e o econazol também
apresentam atividade, sendo o

ultimo também ativo nas formas

amastigotas.

(MESQUITA et al.,
2014)

Dactinomicina

Atividade em promastigotas de L.

donovani.

(REINER;
KAZURA, 1982)

° MO
Hi Y©/ \Q\NNH:
HH; TH

Pentamidina

Farmaco leishmanicida utilizado

na clinica.

(SUNDAR;
CHAKRAVARTY,
2013)
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Tabela 6 - Farmacos com atividade leishmanicida identificados pela metodologia de busca por homologia.

Farmacos Observacoes

Referéncias

Atividade em promastigotas de L.
tropica. CE50 2,6 pM.

(CHIQUERO et al.,
1998;
KLOKOUZAS,
2003; SHUKLA;
PATRA; DUBEY,
2012)

i ATC com atividade in vitro em
promastigotas e amastigotas de L.

(EVANS; CROFT,
1994; MUKHERJEE

O O donovani (CE50: 16,0 uM) L. etal. 2012)
amazonensis (CE50: 8,5 uM).
Desipramina
HO\L J/OH Inibidor de PDE com atividade
N em promastigotas de L. major
PY . (JOHNER et al.,
O N IN (44,7 uM) e amastigotas de L. 2006: WANG et al.,
! 2007; MALKI-

N _
\iH\T/L"O infantum.
M \f“

Outros inibidores de PDE, como
H\/\OH . . ”,
J/ 0 etazolato e trequinsina também

possuem atividade.

FELDMAN; JAFFE,
2009; SEEBECK;
STERK; KE, 2011)

Atividade in vitro (promastigotas
e amstigotas, com CE50 de 0,43 e

0,86 uM) in vivo em L. donovani.

Doxorubicina

(SETT etal., 1992;
KANSAL et al.,
2014)
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Tabela 6 - Farmacos com atividade leishmanicida identificados pela metodologia de busca por homologia.

Farmacos Observacoes Referéncias
Atividade in vitro e in vivo. (EVANS etal.,
1989)
Fenelzina
O*T)“\, Atividade em promastigotas de L. (KATAKURA et al.,
N . ) 2004; RITT et al.,
\Q/ amazonensis (CE50: 4,5 uM). 2013)
Fluoroacil
HQHW% Atividade em promastigotas de L. (REINER:

]

Mitomicina

%\HH:

donovani.

KAZURA, 1982)

S
/1

M \\‘/ il

Itraconazol

Atividade in vitro (CE50: 0,44
uM em promastigotas e 0,08 uM

em amastigotas) e in vivo.

(A. ZAKAL S. K.
ZIMMO, 2000; DE
MACEDO-SILVA et
al., 2013)
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Tabela 6 - Farmacos com atividade leishmanicida identificados pela metodologia de busca por homologia.

Farmacos Observacoes Referéncias

Atividade in vitro em pH &cido

(reducdo > 90% em amastigotas e

,,,/CH o ) promastigotas com 150 uM).
' “\\3{/ o (JIANG et al., 2002;
\—/ SN _om Combinagdo entre omeprazol e KOCHARetal.,
rifampicina  foi efetiva no 2006)
Omeprazol tratamento da LT in vivo (L.
tropica).
OO o o ) (A. ZAKALI, S. K.
Atividade in vivo em L. major. z|MMO, 2000:
N Em L. infantum ndo houve SIMOES-MATTOS
e o B et al., 2002;
N reducéo significativa das lesoes. MARCHINI et al.,
S ey 2003)
Terbinafina
f\sg
n=/ o 5 @
) Atividade in vivo e in vitro.
’ Utilizado na clinica em algumas (WHO, 2010b;
) NAGLE et al., 2014)
regibes do mundo.
}r-CHa
Cetoconazol
\@ Atividade em amastigotas de L. (SANDERSON;
H o . YARDLEY;
“ N@ donovani. CE50: 2,5 uM. CROFT, 2014)

CHy

Lapatinibe
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Tabela 6 - Farmacos com atividade leishmanicida identificados pela metodologia de busca por homologia.

Farmacos

Observacoes

Referéncias

Q

cl

Miconazol

CE50 de 1443 uM em
promastigotas L. donovani e 7,21
uM em L. amazonensis. Em
amastigotas, CE50 de 19,23 uM.
Atividade

combinacdo com lovastatina in

sinérgica em

vitro, em amastigotas e

promastigotas.

(HAUGHAN;
CHANCE; GOAD,
1992)

Paclitaxel

Atividade em promastigotas e
amastigotas de L. donovani in
vitro. CE50 de 1,5 uM em

amastigotas.

(HAVENS et al.,
2000)

CHy
H |
N \f':' Q, NH
HN
ol T
F F N | /
! 0

Atividade em amastigotas de L.
donovani. CES0: 3,7 uM.
Atividade in vitro em amastigotas

de L. amazonensis, L. major L.

(SANDERSON;
YARDLEY;
CROFT, 2014)

Sorafenibe mexicana.
ﬁ Atividad i it
o N IvVidade n VITro em (ARAUJO ot al.,
promastigotas em L. amazonensis. 2011)

o
\
=T
HO — =N=

Zidovudina
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Tabela 6 - Farmacos com atividade leishmanicida identificados pela metodologia de busca por homologia.

Farmacos Observacoes Referéncias
Inibidor de protease de HIV com
atividade in vitro em
promastigotas de L. donovani

HaC s 1hica 0 1
. ) (Inibicdo de 62% do crescimento (SAVOIA: ALLICE:
T i celular com 25 uM) e de L. major TOVO, 2005;
VA i TRUDEL et al.,
' NN (CES0 de 7 uM). 2008; VALDIVIESO
° N Outros inibidores de protease etal., 2010;
(indinavir, ritonavir, atazanavir) DEMARCH etal,
’ ’ 2012; SANTOS et

Saquinavir também  possuem  atividade al., 2013)
leishmanicida relatada in vitro e
in vivo. Nelfinavir é mais
pontente.
Atividade in vitro (CE50 em (MIGUEL,;
amastigotas: L9 uM. L. zgggNYAA\&A :\ i
braziliensis e¢ 24 uM. L. ULIANA, 2008;

MIGUEL et al.,

Tamoxifeno

infantum) e in  vivo (L.
amazonensis, L. braziliensis, L.

infantum)

2009, 2011; EISSA;
AMER; EL SAWY,
2011; TRINCONI et
al., 2014)

HaC

Vinblastina

Atividade in vitro em
promastigotas (CES0 de 12 uM
em L. amazonensis). Em L.
donovani, o farmaco €é menos
toxico ao parasito (CE50 > 100

uM).

(GUEIROS-FILHO
et al., 1995;
WERBOVETZ;
BRENDLE;
SACKETT, 1999;
GIAROLA et al.,
2014)

Muitos desses farmacos ativos in vivo e/ou in vitro contra Leishmania ndo sdo

utilizados na clinica devido a sua elevada toxicidade e falta de especificidade ao parasito, e ao

preco elevado. Entretanto a identificagdo da atividade dessas moléculas contra o protozoario

sugere que novas moléculas possam ser geradas a partir desses farmacos, que sejam mais

eficazes e seguras. Por exemplo, a atividade leishmanicida dos inibidores de quinases,
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farmacos antineoplasicos toxicos e de custo bastante elevado, ndo significa que esses
farmacos serdo diretamente reposicionados e utilizados na clinica para o tratamento da
leishmaniose, mas indica a importancia dessas proteinas na sobrevivéncia o parasito, 0 que as
torna, comprovadamente, alvos moleculares atrativos para o desenvolvimento de farmacos. O
mesmo raciocinio serve para as fosfodiesterases (PDE, do inglés phosphodiesterase) e seus
inibidores.

As PDEs sdo enzimas expressas em diversos parasitos e possuem um alto grau de
homologia com as enzimas humanas. Existem diversos exemplos de inibidores dessas
enzimas em humanos, e essas moléculas sdo utilizadas em diversas areas da clinica. Alguns
desses compostos possuem atividade em parasitos. Como é o caso do dipiridamol, etazolato e
trequinsina, com atividade leishmanicida, e a sildenafila e tadalafila, com atividade
tripanossomicida (JOHNER et al., 2006; SEEBECK; STERK; KE, 2011; WANG et al., 2012;
WOODRING et al., 2013).

Outro exemplo de farmaco identificado e que nédo teria o reposicionamento viavel,
mesmo que sua atividade leishmanicida fosse comprovada, € o orlistat, farmaco
antiobesidade, responsavel pela inibicdo de enzimas do metabolismo de lipideo. Esse farmaco
é administracdo por via oral, mas ndo é absorvido, exercendo sua acdo diretamente na luz
intestinal (MCCLENDON; RICHE; UWAIFO, 2009). Para atingir o parasito, que ¢
intracelular no homem, o farmaco precisaria ser absorvido e atravessar diversas membranas
pra poder atingi-lo.

A selecdo dos hits encaminhados para a avaliacdo bioldgica seguiu 0s seguintes
critérios: farmacos ainda ndo avaliados, de baixo custo, sem toxicidade pronunciada,

estruturas quimicas diferentes entre si.

5.2 Quimioinformatica: desenvolvimento de modelos de QSAR

O conjunto de dados utilizado para a construcdo dos modelos, retirado do PubChem
BioAssay, foi cuidadosamente preparado, visto que a qualidade e precisdo dos dados séo
considerados 0s pontos mais importantes para o desenvolvimento de modelos preditivos,
seguidos da selegdo dos descritores, e, por ultimo, o algoritmo de aprendizado de maquina
(FOURCHES; MURATOQOV; TROPSHA, 2010; YOUNG; YUAN; ZHU, 2012).

O desenvolvimento paralelo de maultiplos modelos de QSAR usando diversas

combinacgOes possiveis de diferentes tipos de descritores e varios algoritmos de aprendizado
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de méaquina, como foi realizado neste trabalho, tem se mostrado superior ao uso de um unico
modelo (ZHU et al., 2008; KUZ’MIN et al., 2009)

Quase todos os modelos individuais apresentaram valores aceitaveis de acuracia (AC)
(>0,65) (LUO et al., 2014) (Tabela 3). Apesar de os valores de AC estarem adequados, 0s
valores de kappa, uma medida de concordancia entre as predi¢cOes e os dados experimentais
estdo abaixo do recomendado. Essa métrica apresenta valores que vao de -1 a 1, e quanto
menor, maior a probabilidade de aquela predicao tenha ocorrido por acaso. A concordancia é
considerada fraca a plausivel para valores < 0,40, e moderada >0,40 (excelente acima de 0,75)
(ALTMAN, 1990; FLEISS; LEVIN; PAIK, 2003). Todos os modelos individuais, com
excecao dos gerados com o descritor Dragon, apresentaram kappa <0,40.

Como varios modelos foram gerados, a predi¢do por consenso foi usada calculando-se
a média dos valores preditos por cada modelo, na tentativa de obter melhores valores
estatisticos. Modelos consenso permitem que informacGes dos modelos individuais se
complementem. Cada descritor converte a estrutura quimica da molécula em uma
representacao matematica diferente, e nesse processo de “traducao” informagdes importantes
podem ser perdidas, ao fazer o consenso de modelos diferentes, pode-se, em teoria, recuperar
algumas dessas informacdes que ajudem a explicar a atividade da molécula (KUZ’MIN et al.,
2009; TROPSHA, 2010).

Apesar dessas vantagens evidentes no emprego de métodos de modelagem de QSAR
em consenso, € importante ressaltar que alguns estudos (FOURCHES; MURATOV;
TROPSHA, 2010) mostraram que ndo existe necessidade de uma superabundancia de
modelos, e que a agregacao de muitas informacgdes podem inserir ruidos (erros) nos modelos.

Os resultados dos melhores modelos gerados por consenso (Erro! Fonte de r
eferéncia ndo encontrada.), foram superiores aos dos modelos individuais (AC > 0,7 e kappa
> 0,5). O fato de que alguns parametros dos modelos ndo serem considerados excelentes
(kappa > 0,7, por exemplo) podem ser explicados por limitagBes intrinsecas ao conjunto de
dados utilizado, como, por exemplo: as informacdes sdo provenientes de um ensaio fenotipico
(a atividade biologica pode ser decorrente da interacdo com mdaltiplos alvos distintos, e as
moléculas apresentam elevada diversidade estrutural), e a faixa de atividade é curta (CE50
variando entre 0,125 e 25,39 uM). Esses fatores dificultam a classificacdo e diferenciagédo
entre os compostos definidos como ativos e inativos.

O principal propdsito dessa analise de QSAR é a aplicacdo dos modelos desenvolvidos
para a identificacdo de novos compostos com propriedades desejadas ou eliminar estruturas

com propriedades desfavoraveis (CHERKASOV et al., 2014). Assim, pretende-se aplicar os
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modelos gerados neste trabalho em um processo de triagem virtual (TV), utilizando como
ponto de partida, uma base de dados apenas de farmacos aprovados, como, por exemplo, a
NCGC Pharmaceutical Collection (HUANG et al., 2011). Entretanto, para aumentar a
confiabilidade das predi¢des, recomenda-se que modelos de QSAR sejam validados com um
conjunto externo adicional, e randomizagdo da variavel “y” antes de serem utilizados em
processos de TV (TROPSHA; GRAMATICA; GOMBAR, 2003; LUO et al., 2014).

5.3 Avaliagdo bioldgica

A triagem biologica de compostos pode ser realizada, basicamente, de duas maneiras:
utilizando alvos moleculares especificos e isolados, ou em ensaios fenotipicos, onde se utiliza
0 organismo inteiro. Nesse estudo optou-se pela realizacdo de ensaios fenotipicos para a
validacdo experimental in vitro. Esses ensaios permitem que 0s compostos sdo avaliados
contra todo o organismo aumentando as chances de se identificar compostos verdadeiramente
eficazes, além de poder ser mais bem sucedido na identificacdo de resisténcia em potencial
(SCHENONE et al., 2013; DON; IOSET, 2014).

No caso da leishmaniose, por exemplo, a forma intracelular amastigota esta localizada
no interior do vactolo parasitéforo macrofagos, onde o composto precisa penetrar para
exercer sua atividade. Consequentemente, para a molécula manter a atividade, ele deve ser
capaz de permear diversas membranas, e ser estdvel em ambiente &cido. Além disso, 0
composto ndo deve ser passivel de inativacdo metabolica, tanto por enzimas do hospedeiro,
quanto do proprio parasito. Diversos programas de P&D, como o do DNDi, por exemplo,
estabeleceram a tiragem fenotipica como o processo padrdo na avaliacdo inicial dos
compostos e, de fato, a maioria NEQs descobertas para as DTNs séo, de fato, provenientes de
campanhas de descoberta de compostos por esse tipo de estudo (GILBERT; LEROY;
FREARSON, 2011; DON; IOSET, 2014; NJOROGE et al., 2014; REGUERA et al., 2014)

As culturas in vitro de promastigotas de Leishmania relativamente faceis de manusear,
mas essa forma representa o estagio do inseto no ciclo de vida do parasito, de pouco intresse
guando se tem como 0 objetivo a identificacdo de compostos que possam ser utilizados no
tratamento da doenca em humanos. Além disso, tem sido sugerido que apenas 4% das
moléculas ativas em promastigotas tem efeito sobre a forma amastigota intracelular
(FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Dessa maneira, 0s ensaios fenotipicos realizados em
amastigosta sdo 0s meétodos mais adequados. Culturas axénicas de amastigotas estdo

disponiveis e sdo de mais facil manuseio e cultivo, quando comparadas a cultura de
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amastigotas intracelulares, entretanto, ja foi comprovado que essas formas apresentam muitas
diferengas com relacdo ao nivel de expressdo de diversas proteinas (HOLZER; MCMASTER,;
FORNEY, 2006; BUSTAMANTE et al., 2011). Assim, ensaios fenotipicos devem ser,
também, realizados nas formas amastigotas intracelulares (REGUERA et al., 2014).

A opgéo por realizar a avaliagéo e validagéo experimental dos compostos selecionados
nesse estudo em ensaios fenotipicos contempla também todos os alvos potenciais sugeridos
presentes (é possivel, entretanto, que algum desses alvos ndo tenha expressao significativa,
por exemplo), além de outros possiveis (BEGHYN et al., 2011; NJOROGE et al., 2014).

A utilizagdo do MTT para a avaliagdo in vitro da atividade de compostos em
Leishmania estd amplamente descrita na literatura (TEMPONE; TANIWAKI; REIMAO,
2009; ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010; MOURA DO CARMO et al.,, 2012; DE
OLIVEIRA et al., 2012; REIMAO et al., 2014; DUTRA et al., 2014). O resultado final, com
CE50 de uM para a pentamidina, farmaco padrao, estd dentro do que é geralmente descrito
quando as mesmas condi¢des s&o utilizadas (TEMPONE; TANIWAKI; REIMAO, 2009).

Dos cinco farmacos avaliados (lansoprazol, ibuprofeno, sertaconzol, nilutamida e
clomifeno), trés apresentaram atividade (mais de 50% de morte dos parasitos) na triagem
biolégica com 100 uM do compostos. Esses farmacos (ibuprofeno, sertaconzol, e clomifeno)
foram encaminhados para determinacdo da concentracdo efetiva em 50%. Ibuprofeno
apresentou CE50 de 55,08 uM . A CE50 do clomifeno 5,75 uM ficou abaixo da CE50 da
pentamidina (7,24), farmaco padrdo, sugerindo um potencial de atividade interessante. Para o
sertaconazol a CE50 ndo foi ainda determinada, mas na concentracdo de 15 UM todas as
leishmanias encontravam-se inviaveis.

O proximo passo é a avaliacdo de compostos selecionados em formas amastigotas,
etapa essencial para confirmar essas atividades na forma de maior interesse para o
desenvolvimento/reposicionamento de farmacos. Os farmacos selecionados pela estratégia de
busca por homologia serdo avaliados in vitro, em promastigotas e amastigotas de L. infantum
no Instituto Adolfo Lutz (IAL - SP), sob a supervisdo do Dr. André Tempone, em estagio a

ser desenvolvido em Fevereiro/2015.
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6 CONCLUSAO

A estratégia de busca por homologia permitiu a identificagdo de 36 novos
possiveis alvos moleculares, que precisam ser validados experimentalmente, e
de farmacos com potencial atividade leishmanicida que ainda ndo foram
avaliados experimentalmente.

A utilizacdo de diferentes combinacdes de descritores e aprendizados de
maquina, e de consensos, permitiu a criacdo de modelos de QSAR binarios
com parametros estatisticos confiaveis.

Os melhores modelos de QSAR passardo por validacdo externa adicional, e
serdo utilizados como filtros em processo de triagem virtual.

Ensaios in vitro na forma promastigota de L. amazonensis foram padronizados,
e utilizados na avaliacdo de cinco compostos selecionados.

Trés compostos apresentaram atividade leishmanicida contra formas
promastigota, sendo um deles (clomifeno) mais potente que o farmaco padréo.
Os farmacos serdo avaliados contra formas amastigotas e, se confirmadas as
atividades, podem ser pontos de partida importantes para o reposicionamento

desses compostos.
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ABSTRACT

Leishmaniases are diseases caused by more than 20 protozoa parasites belonging to
the genus Leishmania, and transmitted through the bite of infected female phlebotomine
sandflies. Currently available drugs have serious limitations regarding their efficacy and
especially their toxicity, side effects and costs. Thus, there is a pressing need for new
therapies that are safer and more effective. The aim of this work was the search and
identification of drugs approved and clinically available with potential antileishmanial
activity, using bio- and cheminformatics approaches, and experimental validation of these
drugs using in vitro assays. Initially, we generated a database of Leishmania genes that are
common to four species (L. major, L. braziliensis, L. infantum e L.mexicana), specific to the
genus Leishmania, trying to explore potential molecular targets that could be effective against
all species and essential to the process of development and differentiation of the parasite. This
database was used to interrogate three database of approved drugs (DrugBank, STITCH, and
TTD) aiming to identify homologues of validated targets for other diseases. Furthermore,
binary QSAR models were generated from phenotypic assay data, using different descriptors,
and two machine learning methods, and then consensus models were built. Homology serach
allowed the identification of 36 new potential molecular targets that need to be validated
experimentally, and 122 drugs. Of these 122, 28 were previously reported as actives on the
literature. This result assures that this type of methodology can be employ successfully for the
identification of drugs for drug repositioning. We suggest that drugs not yet tested should be

experimentally evaluated in vitro and in vivo.

Keywords: leishmaniasis, drug repositioning, bioinformatics,QSAR, virtual screenig,

in vitro assays.
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INTRODUCTION

The leishmaniases are diseases caused by more than 20 protozoa parasites belonging
to the genus Leishmania, and transmitted by the bite of infected female phlebotomine
sandflies. An estimated 20,000 to 30,000 deaths and 1.3 million new cases occur annually.
Leishmania parasites live a dual-form life cycle: the promastigotes, which are found in the
insect vector, and the amastigotes, an obligate intracellular form that parasites the
macrophages of the mammalian host.

Leishmaniases can cause multiple clinical syndromes, such as cutaneous leishmaniasis
(CL), mucocutaneous leishmaniasis (MCL), visceral leishmaniasis (VL), and post-kala-azar
dermal leishmaniasis (PKDL). VL is most severe form of the disease, being fatal if left
untreated, but CL and MCL can cause severe morbidity. The type of clinical manifestation is
the result of both the parasite (infecting species,) and host (immunological state, nutrition,
age).

Drugs currently available for the treatment have serious limitations regarding their
efficacy and especially their toxicity, side effects, costs and the rise of drug resistance. Thus,
none of them are ideal for the treatment and there is a pressing need for new therapies that are
safer and more effective.

Despite the fact that the disease affects a large number of patients, drugs against
leishmaniais provide little financial return to pharmaceutical industries, as the main endemic
areas are typically poor. As a result, the investment in research and development of new drugs
are severely limited, restricting the introduction of new treatments -2,

With the intent of changing this prospect, significant efforts have been made in
repositioning drugs with other therapeutic indications. This process enables a shorter and
fastest way for drugs to reach the patient, with highly reduced costs, since most of the
toxicological data and clinical tests already available. Over the years, drug repositioning
proved to be a successful strategy. Virtually all drugs currently available for the treatment of
leishmaniasis fits in this case: miltefosine, Amphotericin B and pentamidine were previously
designed and/or approved for other indications 3.

Over the last few decades, advances in computer technologies, coupled with the
increasing amount of biochemistry and structural biology information, came together to

provide useful tools to assist early drug discovery and development. The use of in silico tools
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can reduce the cost and the time required to select the most promising candidates for in vitro
and in vivo assays *"8. These methodologies have greater value when used in a
complementary way with experimental methods, leading to selection of molecules with
greater probability of success 2°.

Even with all those advances, when it comes to Neglected tropical diseases (NTDs),
such as leishmaniasis, the amount of information available to work with is insufficient. An
alternative to overcome this limitation is the use of the genomic data of these organisms.
Genomic projects are at a very advanced stage when compared to proteomics and structural
biology, and a lot more information is available at this level, even for NTDs ¥13, One
strategy that requires only this type of information is the homology-based searching, which is
based on the concept that ‘similar targets have similar ligands’’.

In this context, publicly available databases, such as DrugBank and Therapeutic
Target Database (TTD) which integrate information about gene/protein—drug—disease
interactions, are useful resources to develop these strategies, and can be a useful resource for
identifying drugs and drug target genes that can potentially be used for drug repositioning.
The aim of this work was to search and identify approved and clinically available drug with
potential antileishmanial activity, integrating genomic data available for different species of
Leishmania with drug-target databases.

METHODS

Compilation of the list of Leishmania genes

The first step of the work was the creation of a database containing genes encoding
potentially attractive drug targets. To this end, it was retrieved from the database TDR Targets
(http://tdrtargets.org/) genes encoding only enzymes or receptors, which were concomitantly
present in all species of Leishmania available in the database (L. major, L. infantum, L.
mexicana, L. braziliensis) and absent in the genome of other trypanosomatids (T. brucei and
T. cruzi). As previously suggested, the group of genes that are unique to the Leishmania genus
but common to all species could be essential to the development of the parasite, representing
potential drug targets 4. After applying these filters, the list of genes was exported from TDR
Targets to a spreadsheet in Excel, containing the name of the gene, the name of the protein

encoded by this gene, molecular function, biological process, and cellular component. The
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predicted primary amino acid sequence in FASTA format was obtained after searching in the
database GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage).

Identification of putative drug targets using publicly available drug databases

Each of the predicted protein sequences from the list compiled above was treated as a
putative drug-target and used to interrogate two different publicly available web databases
that provide comprehensive data on drugs and their primary or putative drug targets:
DrugBank, and the Therapeutic Target Database (TTD). This strategy was based on the
principle of ‘‘target similarity’” whereby each query is compared for similarity with all known
drug targets contained within each of the databases. In cases where homologous drug targets
were identified, all proteins with an output expectation value (E-value) lower than 10 for

DrugBank and TTD were listed as potential targets

List of drugs yet to be tested against Leishmania species

Finally, we carried out a literature search using PUbMED in order to identify approved
drugs that had never been evaluated in vitro and or in vivo against any specie of Leishmania
by querying all drugs associated with each positive hit in the list obtained from the previous
step. Therefore if a given drug is noted as ‘‘not tested’’, it means that no publication records
were found after the following search details were entered in PubMED: (‘‘drug name’’[MeSH
Terms] OR ‘‘drug name’’[All Fields]) AND ("leishmania"[MeSH Terms] OR
"leishmania"[All Fields]), or that the study(ies) retrieved were insufficiently informative to

infer the potential usefulness of the drug as an antimalarial.

RESULTS

From the initial filtering process for the construction of the database we obtained 7885
genes common to the four species available on TDR (L. mexicana, L. major, L. infantum, L.
braziliensis) and 1766 genes specific of the genus Leishmania. Both lists were intersected of,
and 1487 genes reamained, which were further reduced to 229 by restricting the results only
to the enzymes and receptors.

The similarity search performed in DrugBank databases (DB), and TTD identified that

85 of the 229 sequences evaluated had at least one homologous protein, considering the
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established cut-off values (TTD and DB: e-value <10 ®). Of these 85, homologous proteins
that interacted with compounds classified as nutraceuticals, biotechnology,
immunosuppressants, hormones and anesthetics were discarded.

After this step, 37 potential targets from the Leishmania genome remained, with 68
unique homologues: for some targets more than one homologous protein has been identified,
and in other cases, the same protein was identified as homologous to more than one target. It
was observed that 122 drugs interacted with the identified homologues. 28 of them were
previously reported as actives on the literature (See examples on Table 1).

Table 1. Examples of approved drugs and their potential Leishmania spp. targets that
were previously reported on the literature, correctly identified by our target-based

chemogenomics strategy.

Leishmania

Drug Drug class major target Biological Activity data
(Target ID) process
Sfcggieritlgirﬁggér;e Protein JE= O
Amitriptyline  Antidepressant protet ' . L. donovani
putative phosphorylation 1546
(LmjF.33.1980)
IC50=1.9
Protein kinase, Protein El\gzli_l.iensis
Tamoxifen Antineoplasic  putative . _
(LmjF.17.0390) phosphorylation  1C50 = 2.4
MM L.
infantum 17-1°
SEE SRS : IC50 = 3.7
. . . threonine kinase,  Protein
Sorafenib Antineoplasic . . UM L.
putative phosphorylation donovani 2°
(LmjF.30.0800)
IC50 = 0,07
Serine/threonine- MM L. major
Auranofin Antirheumatic protein kinase a,  Protein IC50 = 0,27
putative phosphorylation  uM L.
(LmjF.33.1980) amazonensis

21,22

DISCUSSION

The main idea behind the use of genes that are genus-specific and common to all
species as a starting point is based on some assumptions: exploring genes that are common to
all species may provide a potential drug target with broad spectrum, which may be effective
in the treatment of different clinical forms of the disease. In that sense, it is woth noting that

the four species exploited in this work can cause the disease on the New World (L.
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braziliensis), the Old World (L. major), and cutaneous (L. mexicana) and visceral (L.
infantum) forms.

The expected advantage when reducing these potential targets for genes that are
genus-specific is the assumption that these genes are important in what differentiate this
parasite from others in the same family, as they evolved from a common ancestor, which may
have implication (can be essential) in the development and establishment of specific genus
Leishmania disease 14?3, Nevertheless, it is noteworthy that there are several pre- and post-
transcriptional steps that can also play an important role in these differences.

The restriction for genes encoding enzymes and receptors was carried out in order to
give greater focus to the database, since these are the majority of the drug targets currently
known 24,

Removal of nutraceuticals, immunosuppressants, hormones, inhalant anesthetics, and
biotechnological products was executed because the primary focus of the study was to
identify drugs that could be viable to be repositioned for treatment of leishmaniasis. Since
they provoke a reduction of the body’s immune system, immunosuppressants are not the
viable alternatives for the treatment of an infectious disease, even if they have an specific
antileishmanial activity, such as cyclosporin %. There is also evidence that patients treated
with corticosteroids or methotrexate are at risk 2.

Nutraceuticals (often the natural substrate of the enzyme, or some cofactor) were not
considered because would not cause any damage to the parasite. Hormones and inhalant
anesthetics were also considered inconvenient for repositioning, due to the side effects.
Finally, biotech products (peptides) were excluded, as it was intended to work only with small
molecules.

Notably, considered all restrictions and filtering performed, no drug has been
identified in the TTD database without having been previously identified by the DB. Some
targets were identified only by TTD, however none of these targets were associated with
approved drugs (the primary focus of the study) that had not been identified by the DB.

Regarding the 37 potential targets identified, 35 are expressed constitutively in the two
life stages of the parasite 2. A single gene, the LmjF35.2160, has higher expression in
promastigotes, and is considered nonessential 2?8, and therefore cannot be viable target. In
addition, 12 of this potential targets were previously suggested as potential drug target by
another in silico study?®. Therefore, the validation of these targets should be prioritized.

Another point worth mentioning is the fact that 41% of potential targets are identified

protein kinases. It is estimated that between 30 and 35% of R & D programs are directed to
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the study of kinases *°. The relevance of these targets has been widely documented, especially
in the field of oncology. In this scenario, several efforts have been made in the exploration of
these proteins as targets for parasitic diseases *>*2. To this point, there is no doubt that small
molecules can interact and modulate such proteins, however, it is not known if it will be
possible to identify selective compounds for parasites seen that most kinase inhibitors have a
high toxicity. A study identified 179 genes on the Leishmania genome with counterparts in
eukaryotes, and 17 genes encoding atypical kinases 3. Perhaps the exploitation of these
atypical kinases is the best way to search selective compounds.

This strategy allowed the identification of 28 (22%) drugs with some kind of
leishmanicidal activity (Table 9), demonstrating their high capacity to recover these
compounds. If not considered drugs evaluated, but structurally similar, or the same
mechanism of action of the active, that number jumps to 46 (37%). For only 12 (9%) there is
evidence that drugs do not have leishmanicidal activity. This discrepancy between active and
inactive might best be explained on the basis of lack of interest in publishing negative results
than in most ability to identify active molecules, properly. Of these 12 without leishmanicidal
activity, 7 can be used as adjuvants in the treatment of disease in some cases, for example,
verapamil, able to reduce resistance to certain drugs in vitro, although not individually be able
to inhibit growth of the parasite 3+*°.

Many of these drugs that are actives in vivo and / or in vitro against Leishmania are
not used in the clinic due to their high toxicity, lack of specificity to the parasite, and the high
its high price. However, it is still important to identify these activities, since they can provide
information that might inspire the design of novel molecules, with higher efficacy and safety.
For instance, the leishmanicidal activity of kinase inhibitors, anticancer agents and with high
toxicity and very high cost, does not make them good candidates for drug repositiong,
however, knowing this activity can indicate these proteins (kinases) are important to the
parasite survival, making them an attractive molecular targets for drug development.

We consider that all predicted drugs identified in this study are attractive for further
experimental analysis, but we refer specifically to five drugs that we suggest as candidates for

in vitro and in vivo studies, with suitable pharmacokinetic and toxicity properties (Table 2).

Table 2. Examples of potential leishmanicidal drugs and their potential targets

revealed in this study.

L. major target

Drug Therapeutic class (Target ID)

Biological process




Celecoxib

Vidarabine

Lanzoprazole

Rosiglitazone

Anti-inflammatory

Antiviral

Proton pump
inhibitor

Anti-diabetic

Protein kinase,
putative
(LmjF.17.0390)
Adenine
aminohydrolase
(LmjF.35.2160)
Proton motive
ATPase
(LmjF.04.1110)
Long-chain-fatty-
acid-CoA ligase,
putative
(LmjF.01.0530)
Mitogen-activated

Protein
phosphorylation

Purine-containing
compound salvage

ATP biosynthetic
process

Metabolic process

Sulindac Anti-inflammatory RSy A 5 PO .
putative phosphorylation
(LmjF.13.1640)
CONCLUSION

103

We describe an in silico approach to identify drugs that have been clinically approved

for human use, but have never been evaluated against Leishmania parasites based on the

principle of ‘‘homologous drug target screening’’. In doing so, we were able to identify drugs

that we suggest justify experimental evaluation if they were not tested yet. Out of the 122 we

identified, 84 would fit that category. Toxicity and price should also be taken into account

before further testing. In vitro drug screens can provide insights into their ability to inhibit

parasite growth and, if any promising activities are disclosed, they could become important

leads to drug repositioning.
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