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RESUMO

As doencas negligenciadas representam um grande desafio para politicas em saude
publica, sendo as leishmanioses e a malaria duas importantes doencas parasitarias,
por acometerem um mesmo perfil populacional e necessitarem de novos agentes
terapéuticos para somarem ao portfélio de quimioterapicos atualmente em uso.
Considerando os objetivos de Desenvolvimento Sustentivel proposto pela ONU, o
gual estabelece uma agenda global que propicie o desenvolvimento sustentavel como
uma perspectiva de construgdo de um futuro comum, pautado nas Pessoas,
Prosperidade, Planeta, Paz e Parcerias. Dentro deste contexto, nosso grupo de
pesquisa vem estudando novas moléculas promissoras para o tratamento de doencas
parasitarias, contribuindo para o tema Saude e Bem-Estar que visa o desenvolvimento
de pesquisas direcionadas ao entendimento e acdes de prevencao, terapia e controle
de doencas transmissiveis e ndo transmissiveis, desenvolvimento e avaliacdo de
novos farmacos e medicamentos. Assim, ao longo do desenvolvimento desta
pesquisa, furoxanos (4a-0) e benzofuroxanos (4p-x) foram caracterizados quanto ao
potencial anti-amastigota para Leishmania infantum, identificando os furoxanos
doadores de NO (4a-h, 4l1-m) e o benzofuroxano 4r como os mais potentes (ECso <
10 uM) e seletivos (Sl > 10). Apds clonagem do gene e expressao da correspondente
enzima cisteino protease de Leishmania mexicana LmCPB2.8ACTE (CPB 2.8) em
Pichia pastoris, verificou-se que os furoxanos (4a-n), benzofuroxanos (4q-r e 4t-u) e
N-acil-hidrazonas (14a-g) apresentam boa capacidade de inibir a protease parasitaria
(0,8 < ICs0 < 14 puM). Como prova de conceito, destaca-se que a atividade
leishmanicida dos compostos pode estar relacionada a um efeito dual provocado pela
atividade microbicida do NO, associada a inibicdo da enzima, visto que (14a-g) inibem
CPB2.8 (2 <ICs0 < 12 puM), mas nado apresentam atividade anti-amastigota na maxima
concentracdo testada (10 pM). A analise in silico de parametros farmacocinéticos
indicou 4f para avaliagdo quanto ao seu potencial terapéutico frente a camundongos
Balb/c infectados com L. infantum. Verificou-se que a administracdo oral duas vezes
ao dia com uma dose de 7.7 mg/kg/dia, foi capaz de reduzir em 90% a carga
parasitaria no figado e baco, sem causar danos hepéaticos ou renais, finalizando assim
o trabalho desenvolvido para L. infantum. Todas as moléculas foram posteriormente
avaliadas frente a formas intra-eritrocitarias de Plasmodium falciparum geneticamente
modificados para expressar o indicador de Ca?* GCaMP3, mediante estagio
sanduiche na New Jersey Medical School, Rutgers, Newark — EUA. Dentre os
furoxanos, 4m (ECso 2,8 uM) foi 0 mais promissor, enquanto 4r foi o benzofuroxano
mais ativo, apresentando inibicdo em torno de 40% do crescimento parasitario.
Estudos de mecanismos de acdo mostraram que 4m ndo € capaz de alterar a
morfologia do vacuolo digestivo, onde esta localizada a cisteino protease de
plasmodio, como pode ser observado para o controle inibidor de proteases E64.
Andlise do extrato proteico de eritrocitos infectados e tratados por 10 horas com 4m
ou E64 mostrou acumulo de proteinas ndo degradadas apenas no tratamento com
E64, indicando que a cisteino protease de P. falciparum, potencialmente, néo € o alvo
de 4m. Foi analisada também a capacidade dos compostos interferir na homeostase
do Ca?* intracelular, sendo 4m capaz de alterar os niveis deste ion no parasita, ndo
apresentando o mesmo efeito em hepatdcitos murinos, apos liberacdo do cation a
partir do reticulo endoplasmatico, sendo, portanto, este efeito seletivo para o parasita.
A influéncia do NO liberado pela molécula 4m neste desbalanco foi descartada, visto
gue o composto doador de NO utilizado como controle ndo promoveu nenhuma



alteracdo nos niveis de calcio. Estes dados mostram que os furoxanos possuem
grande potencial para o desenvolvimento de anti-leishmaniais e anti-maléricos.

Palavras chave: Anti-leishmaniais. Anti-maléricos. Cisteino protease. Homeostase do
Calcio. Furoxanos. Leishmania infantum. Oxido nitrico. Plasmodium falciparum.



ABSTRACT

Neglected diseases represent a major challenge for public health policies. Among
these diseases, we highlight leishmaniasis and malaria: two important parasitic
diseases that affect poor people with no political voice and heavily affected by the
etiologic agents Leishmania spp. and Plasmodium spp. There are few available
therapeutic drugs, which present high toxicity and low efficacy; thus, new therapeutic
agents are urgently needed. Considering the Sustainable Development goals
proposed by The United Nations, which establishes a global agenda to promote,
among other goals, Health and wellness for the human population until 2030, our
research group has been involved contributing to this theme in order to develop new
therapy to control leishmaniasis and more recently, malaria on the context of this
research project. Therefore, furoxan (4a-o0) and benzofuroxan (4p-x) compounds were
characterized regarding the anti-Leishmania infantum effect, which identified the
furoxan NO donors (4a-h, 41-m) and benzofuroxan 4r as the most potent and selective
compounds (ECso < 10 uM; SI > 10). Due to the presence of a N-acyl-hydrazone group
that seems to target proteases, we cloned and expressed the corresponding
Leishmania mexicana cysteine protease enzyme LMCPB2.8ACTE (CPB2.8) in Pichia
pastoris in order to evaluate the inhibitory effect of these compounds against the
purified enzyme. The furoxans (4a-n), benzofuroxan (4g-r and 4t-u) and N-acyl-
hydrazone compounds (14a-g) show good ability to inhibit the parasite protease (0.8
UM < ICso < 14 pM). It is also important to highlight that the leishmanicidal activity of
these compounds might be related to a dual effect caused by the microbicidal activity
of NO and associated to the enzyme inhibition, since 14a-g, which are not able to
release NO, thus not present any anti-amastigote activity at the maximum tested
concentration (10 uM), although causing protease inhibition (2 UM < ICso < 12 uM). In
silico, pharmacokinetic analysis shows the therapeutic potential of 4f a L.infantum-
infected Balb/c mice model. After oral administration, twice daily at a 7.7 mg/kg/day
dose, 4f reduced the parasite burden by 90% in the liver and spleen, with no observed
toxicity to the liver or kidney, finishing the studies involving L. infantum. All molecules
were subsequently evaluated against intra-erythrocyte forms of Plasmodium
falciparum genetically modified to express the GCaMP3 Ca?* indicator through a
sandwich stage at Rutgers New Jersey Medical School in Newark — USA. Among the
furoxan, 4m (ECso 2.8 uM) while 4r was the most active benzofuroxan, showing
inhibition around 40% of parasite growth inhibition. Studies regarding the mechanism
of action suggests that 4m probably is not targeting the P. falciparum proteases
falcipains through the analyses of morphological modifications of the parasite digestive
vacuole, or hemoglobin degradation. In the meantime, the ability of the compounds to
interfere in intracellular calcium homeostasis was also analyzed. The compound 4m is
selectively capable to preferentially alter the levels of this ion in the parasite rather than
in murine hepatocytes through the release of calcium from the endoplasmic reticulum
not related to an indirect effect due to NO release. This data shows that the furoxan
compounds have potential to develop antileishmanial and antimalarial drugs.

Keywords: Antileishmanial. Antimalarial. Cysteine protease. Calcium homeostasis.
Furoxan. Leishmania infantum. Nitric oxide. Plasmodium falciparum.
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1 INTRODUCAO

As doengas negligenciadas compreendem um conjunto de doengas infecciosas
causadas por uma série de patdgenos, como bactérias, virus, fungos e parasitas;
também conhecidas como doencas tropicais negligenciadas por ocorrerem com maior
frequéncia nos tropicos (HOTEZ et al., 2020). As leishmanioses sdo um conjunto de
doencas que afetam milhares de pessoas no mundo e apresentam seérios problemas
relacionados a terapéutica, necessitando, assim, de esfor¢os para o desenvolvimento
de novas alternativas para o tratamento destas doencas (FEASEY et al., 2010). A
malaria por sua vez embora ndo seja classificada como negligenciada pela
Organizacdo Mundial da Saude, é um importante problema de salde publica uma vez
gue acomete o mesmo perfil populacional das leishmanioses e apresenta também
problemas relacionados a sua terapéutica (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW,
2018).

As leishmanioses ocorrem em 98 paises da América Latina, Africa, Europa e
Asia, atingindo cerca de 12 milhdes de pessoas e colocando em risco
aproximadamente outros 350 milhdes (ALVAR et al., 2012; LOHARIKAR et al., 2016).
O agente etiolégico pertence ao género Leishmania, com pelo menos 20 espécies
descritas causadoras da doenca, e transmitidos ao hospedeiro mamifero durante o
repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos do género Lutzomyia (Novo Mundo)
ou Phlebotomus (Velho Mundo) (VAN ASSCHE et al.,, 2011; BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018). As manifestacdes clinicas variam desde apresentacao de Ulceras
na pele ou mucosas, até o desenvolvimento de infeccdo sistémica, sendo estas
classificadas como leishmaniose cutanea (LC), mucocuténea (LMC) ou visceral (LV),
respectivamente (SINGH; SIVAKUMAR, 2004).

A malaria é recorrente em cerca de 90 paises, ocorrendo na América do Sul,
Africa sub-Saariana e sul da Asia, atingindo 200 milhdes de pessoas, com 3,4 milhdes
de individuos sob risco de infec¢cdo (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018). Esta
doenca € causada pelos parasitas do género Plasmodium transmitidos pelas fémeas
de mosquitos do género Anopheles, durante o repasto sanguineo. Apesar de haver
mais de 120 espécies descritas, apenas as espécies Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi e Plasmodium ovale
causam infeccdo humana (KOTEPUI et al., 2020). A principal manifestacao clinica da

malaria € a ocorréncia de febre intervalada nos casos leves, que pode evoluir para
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um quadro clinico mais grave, levando a Obito se ndo houver o diagnostico e
identificacdo correta da espécie causadora da infec¢do, geralmente o P. falciparum,
seguido de terapéutica adequada para eliminacdo da espécie causadora da infec¢ao
(ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW, 2018).

As leishmanioses sédo consideradas extremamente negligenciadas pela OMS,
possuindo baixo investimento em desenvolvimento de drogas, com farmacos
disponiveis ha mais de 70 anos, 0s quais apresentam baixa eficacia e elevada
toxicidade; problemas associados com o tempo e via de administragdo, além casos
de resisténcia (NWAKA; RIDLEY, 2003; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Para a
malaria, o cenario € um pouco diferente por possuir mais investimento em pesquisa e
desenvolvimento de farmacos, entretanto, a terapéutica atual encontra uma série de
desafios a serem superados, como casos de resisténcia, a necessidade de
tratamentos mais curtos, prevencao da recaida de pacientes em infec¢des por P. vivax
e bloqueio da transmissao da doenca (DE RYCKER et al., 2018). Desta forma é mais
que urgente e necessaria a busca por compostos candidatos a novos farmacos anti-
leishmanais e anti-malaricos.

Compostos furoxanos e derivados, principalmente os benzofuroxanos, sao
descritos por apresentarem diferentes atividades biolégicas, incluindo acéo
leishmanicida e malaricida (VICENTE et al., 2008; DUTRA et al., 2014). Em 2014,
Dutra e colaboradores, caracterizou o derivado furoxano 14e (recentemente
renomeado Lapdesfl4e) como um agente leishmanicida, descrito como promissor
antileishmanial, com eficacia in vivo para leishmaniose visceral, potente doador de
oxido nitrico, além de ser inibidor de cisteino protease (CPB2.8ACTE) de Leishmania,
importante enzima envolvida no escape do sistema imune do hospedeiro. Contudo,
este composto apresentou problemas relacionados a sua solubilidade, o que
influencia diretamente na sua administracdo, dificultando assim 0 avan¢o no processo
de desenvolvimento de farmacos. Para os benzofuroxanos, é sugerido que estes
compostos atuam em Leishmania por estarem envolvidos na producédo de estresse
oxidativo, podendo interferir na mitocondria do parasito, e recentemente, De Almeida
(2017) os descreveu como inibidores de cisteino protease deste parasito, efeito
associado ao grupo N-acil-hidrazona que compdem estruturalmente estes derivados
(CASTRO et al., 2009; DE ALMEIDA, 2017).

Ja para Plasmodium é relatada a bioatividade de furoxanos e benzofuroxanos

de forma bastante pontual, sendo descrito que furoxanos hibridos com amodiaquina
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possuem efeitos associados a acumulacdo no vacuolo digestivo do parasito,
apresentando melhor poténcia em atividade que derivados benzofuroxanos, os quais
estdo associados a elevada citotoxicidade para células de mamifero e menor
bioatividade para o parasita (VICENTE et al., 2008; MOTT et al., 2012).

Dentro deste contexto esta linha de pesquisa relacionada ao desenvolvimento
de novos farmacos para doencas negligenciadas esté alinhada ao tema Saude e Bem-
estar, um dos objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) do Milénio langcado
em 2000 pela Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) (BURALLI et al., 2018). De fato,
a UNESP, por meio de iniciativa da pro-reitoria de P6s-Graduacao, tem contribuido de
forma sistematica e efetiva para o cumprimento destas metas. Portanto, o Tema 4:
Saude e Bem-Estar esté alinhado com a ODS 3 — Saude, Bem-estar e Vida Saudavel.
Neste contexto, esta tese contribuiu com a identificacdo de agentes anti-leishmaniais
também de origem natural, produzindo artigos cientificos publicados (CLEMENTINO
et al., 2018, 2020; LOPERA et al., 2018; RANGEL et al., 2018; DO ESPIRITO SANTO
et al., 2019; COSTA et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2020; SAHID et al., 2022) e
patente ("Uso de viridicatina e viridicatol como agentes destinados ao preparo de
formulac6es cosméticas com atividade fotoprotetora e antioxidante e de formulacdes
farmacéuticas para prevencao e/ou tratamento de doencas inflamatérias e doencas
parasitarias" , Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade
Industrial. Depésito: 01/09/2020 - BR 1020200178997), em adicdo a avaliacdo do
potencial terapéutico de uma série de novos derivados furoxanos, incluindo fenil-,
amida-furoxanos e benzofuroxanos aqui relatados.

Estas moléculas apresentam diferentes niveis de solubilidade e foram
planejadas a partir do prototipo Lapdesflde para leishmaniose visceral (DUTRA et
al., 2014). Adicionalmente, no ambito do programa CAPES-PrInt, estendemos nossos
estudos, investigando o potencial antimalérico destes compostos. Sendo assim, esta
tese esta estruturada em revisao de Literatura e capitulos 1, 2: sendo o capitulo 1
referente ao trabalho desenvolvido para leishmaniose visceral causada por L. infantum

e o capitulo 2 acerca do trabalho desenvolvido para malaria causada por P. falciparum.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas Negligenciadas

As Doencas Negligenciadas (DNs) correspondem a um conjunto de 17 doencas
infecciosas causadas por bactérias, fungos, virus e parasitas e de maior prevaléncia
nos paises tropicais e subtropicais, podendo ser também denominadas como
Doencas Tropicais Negligenciadas. Ao longo da apresentacdo deste trabalho, sera
adotada a denominacdo DNs, uma vez que estas doencas podem ocorrer em outras
regides do planeta, além dos tropicos, como a Europa (Figura 1) (BURGOS et al.,
2020; HOTEZ et al., 2020).

Estas doencas ocorrem em regides caracterizadas pela pobreza da populacao
com acesso inadequado ao saneamento basico e contato proximo de insetos vetores,
especialmente em paises em desenvolvimento como o Brasil e afetam
aproximadamente 2 bilhdes de pessoas no mundo, causando 350 000 mortes anuais
segundo estimativa da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2014 (MOLYNEUX;
SAVIOLI; ENGELS, 2016; MITRA; MAWSON, 2017; ENGELS; ZHOU, 2020).

Figura 1. Distribuicdo mundial das DTNs.

Namero de DTNs presentes
por pais
W 280TNs
B 70TNs
6 DTNs
W 50TNs
[0 aDTNs
S3DTNs

Numero de DTNSs por pais de acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Salde. Fonte: Adaptado de
BURGOS et al., 2020.

Entre as DNs existentes, a doenc¢a de chagas, doenga do sono e leishmanioses
sao responsaveis pelas maiores taxas de morte e que despertam pouco interesse da

industria farmacéutica para o desenvolvimento de farmacos, com pouco retorno em
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dividendos (MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS, 2016). A malaria por sua vez, em
termos de morbidade, é considerada um importante problema de saude publica pela

OMS, afetando o mesmo perfil populacional descrito (HOTEZ et al., 2020).

2.2 Leishmanioses

As leishmanioses estédo entre as DNs mais negligenciadas pela OMS, ficando
em segundo lugar em mortalidade e em sétimo em termos de anos de vida perdidos
ajustados por incapacidade (DALYS); além disso, estima-se que devido as
consequéncias da pandemia causada pela COVID-19 a incidéncia de LC pode
aumentar substancialmente devido a movimentos migratérios e ao cenario de
agravamento da pobreza, facilitando a transmissdo dos parasitas em vetores
permissivos, assim como, a LV pode ser agravada em areas endémicas devido a
ineficacia do controle imunolégico em infeccdes virais para pacientes com a doenca
(BHOR; RAFATI; PAI, 2021; MIGUEL et al., 2021).

De acordo com a OMS, este conjunto de doencas que compdem as
leishmanioses sdo endémicas em todos os continentes, podendo ser dividida em dois
grandes grupos LC e LV, com 350 milhdes de pessoas em risco de contrair a doenga
e mais de 2 milhGes de novos casos estimados anualmente, além de casos reportados
em 200 paises para o ano de 2020 (Figura 2) (WHO, 2021; BHOR; RAFATI; PAI,
2021)

Figura 2. Distribui¢cdo mundial das leishmanioses em 2020.
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Namero de casos de LC reportados em 2020
= 0 ©8s50s reportados

= <100
[ Casos reportados Nao-autéctones
= 100-999
100049 =1 Sem dados
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Nimero de novos casos de LV reportados em 2020

[ © casos reportados

— <100
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I =000 [ Nao aplicavel

Distribuicdo Mundial da LC e LV para do ano de 2020 de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude,
baseada no numero de novos casos reportados. A — Distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea. B
— Distribuicdo da leishmaniose visceral. Fonte: Adaptado de WHO, 2021.

A LC é a forma mais comum da doenca, incluindo dentro desta classificacao a
forma mucocutanea que acomete regides de mucosa, porém a LV é a forma mais
severa e na maioria das vezes fatal se ndo tratada (WHO, 2021). Estas parasitoses
sao causadas por parasitas do género Leishmania, que sdo encontrados nas formas
promastigotas, no inseto vetor; e na forma amastigota, internalizada em células do
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sistema fagocitico mononuclear, especialmente macréfagos, nos hospedeiros
mamiferos (SUNTER; GULL, 2017). A Leishmania possui ainda caracteristicas
estruturais e bioquimicas particulares, como a presenca de uma mitocondria Unica,
com DNA concatenado, denominado de cinetoplasto, glicossomos que realizam parte
da via glicolitica, além de metabolismo Unico de tidis (SINGH; GARG; ALI, 2016;
SUNTER; GULL, 2017).

O principal transmissor de Leishmania spp. na natureza é o inseto do género
Phlebotomus (Velho Mundo — Europa, Africa e Asia) ou Lutzomyia (Novo Mundo —
América e Oceania), familia Psychodidae, com pelo menos 70 espécies transmissoras
conhecidas, que podem infectar hospedeiros mamiferos incluindo o ser humano,
possuindo assim um ciclo de vida digenético (BATES, 2007; DIAZ; PONTE-SUCRE,
2018). O ciclo biolégico do parasita dura em torno de 72 horas e inicia quando a fémea
do inseto flebotomineo injeta as formas promastigotas metaciclicas (forma infectante)
no hospedeiro mamifero que sao reconhecidos por receptores de superficie de células
do sistema fagocitico mononuclear, preferencialmente macréfagos, que fagocitam as
formas promastigotas formando o fagossomo, onde essa estrutura sofre maturacao
ao se fundir com o lisossomo do macréfago formando assim o fagolisossomo ou
vacuolo parasitoéforo, completando a diferenciacao para amastigotas (KAYE; SCOTT,
2011).

Uma vez dentro das células, o parasita consegue subverter o sistema imune
do hospedeiro e se multiplicar através de sucessivas divisdes binarias simples até o
rompimento celular, que ird promover a infeccao de novas células (MULLER; BAKER,;
ROLLINSON, 2000). Durante o repasto sanguineo o inseto é contaminado com
macréfagos infectados, que se rompem no trajeto pelo trato digestorio do mesmo;
entdo os amastigotas sdo diferenciados a promastigotas prociclicas (forma nao
infectiva), as quais se multiplicam e colonizam a faringe e eséfago do vetor, até atingir
0 estagio final infectivo denominado promastigotas metaciclicas (KILLICK-
KENDRICK, 1990) (Figura 3).

Figura 3. Ciclo de vida do parasito Leishmania no inseto flebotomineo e no

hospedeiro mamifero.
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Formas promastigotas de Leishmania diferenciam-se no inseto flebotomineo em promastigotas
metaciclicas infecciosas. Durante o repasto sanguineo, o inseto regurgita as formas metaciclicas, que
sdo fagocitadas principalmente por macrofagos. Os promastigotas diferenciam-se em amastigotas
aflagelados, que se replicam dentro das células hospedeiras, e se rompem quando hi amastigotas em
excesso, infectando novas células fagocitérias. O ciclo de transmissdo é completo quando as células
infectadas sé@o capturadas por outro flebotomineo.

Fonte: Adaptado de BURZA, et al., 2018.

As leishmanioses apresentam diferentes manifestacdes clinicas que variam de
acordo com a espécie de Leishmania envolvida, estado imunolégico do hospedeiro e
presenca de comorbidades (PELISSARI et al., 2011). Na manifestacdo cutanea ha
tropismo por regibes de pele e mucosa, com feridas ulcerativas ou ndo, Unicas ou
multiplas, além de causar destruicdo de regides de mucosa quando mucocutanea
(Figura 4). No Brasil, € mais comum a manifestacao cutanea da doenca causada pelas
espécies Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania amazonensis
(SINGH; SIVAKUMAR, 2004; SINGH; SUNDAR, 2014).
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Figura 4. Manifestacfes clinicas da leishmaniose cutanea.

Manifestacdes clinicas da LC e LMC. A foto da esquerda mostra leséo ulcerosa Unica, enquanto a
imagem da direita mostra lesdes mdltiplas ulcerosas ou néo.
Fonte: FARAHMAND et al., 2011.

A LV é aforma mais grave da doenca e o foco da primeira etapa deste trabalho.
A forma visceral das leishmanioses pode ser fatal em mais de 90% dos casos se néo
tratada; em 2020 34% dos novos casos de LV foram reportados na regidao Africana,
enquanto que os outros 66%, na Europa, Américas, Regido leste do Mediterraneo e
Sul da Asia (WHO, 2021). Esta forma da doenca é causada principalmente por
Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) e Leishmania donovani,
apresentando amplo espectro clinico que pode variar de manifestacdes leves a
moderadas e graves com periodo de incubacdo de 10 a 24 meses (média de 2 a 6
meses) e 0s casos de 0bito se devem a anemia severa instalada e infec¢éo bacteriana
associada (MANN et al., 2021).

Os sintomas mais comuns sao febre persistente, hepatoesplenomegalia
(aumento do figado e baco), pancitopenia, hipergamaglobulinemia (IgG e IgM) e
acentuada perda de peso (Figura 5 A) (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). No
continente africano e na india ainda é relatada uma complicacdo da LV, conhecida
como Pés-Calazar ou popularmente como febre negra, que consiste em erupcdes
nodulares na pele, frequentemente observada apés o tratamento (SANGENIS et al.,
2014) (Figura 5 B).
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Figura 5. Manifestacdes clinicas da leishmaniose visceral.

Manifestacdes clinicas da LV. A — Quadro clinico de hespatoesplenomegalia causada pela LV. B —
Quadro clinico de LV Pds-Calazar com erupgdes nodulares.
Fonte: SANGENIS et al., 2014 e BURZA et al., 2018.

E importante destacar que associado ao quadro clinico critico das
leishmanioses, especialmente da LV, € relatado na literatura casos de coinfec¢gdo com
doencas autoimunes como pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), o que torna as leishmanioses um problema ainda mais grave
(LINDOSO et al., 2016).

2.2.1 Tratamento

Os farmacos utilizados como primeira escolha para as leishmanioses incluem
0S antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estibogluconato de sédio,
ja os de segunda escolha, compreendem a anfotericina B (AnfB) e suas formula¢ces
(lipossomal ou disperséo coloidal), miltefosina, paromomicina e pentamidina (Quadro
1) (DAVIES et al., 2003; CROFT; OLLIARO, 2011; BARRETT; CROFT, 2012).

Quadro 1. Farmacos atualmente empregados no tratamento da Leishmaniose
Visceral (LV), Cutanea (LC), Mucocutanea (LMC) e Leishmaniose Dérmica Pés-
Calazar (LDPC), via de administracdo e ano de introdu¢do no mercado.
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Farmaco Administragdo | LV | LC |LMC| LDPC | Introducao
Antimoniais Parenteral X X X X 1937-1945
pentavalentes
Anfotericina B Intravenosa X X 1959

deoxicolato e
formulacdes

lipossomais
Paromomicina Tépica para LC e X X 2006
parenteral para LV
Miltefosina Oral X X X | | 2002
Pentamidina Intramuscular X X X | | 1973

Os antimoniais pentavalentes (SbY) estdo disponiveis desde 1920 quando foi
observada sua eficicia para as leishmanioses, porém, entraram no mercado em 1937,
e a partir de 1945, na forma de estibogluconato, sendo empregados tanto para o
tratamento da LC quanto da LV e administrados por via parenteral (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2010).

Embora o mecanismo de agdo destes compostos ndo seja completamente
compreendido, sabe-se que os antimoniais sofrem oxidacédo de ShY para a forma ativa
Sh"" no interior das células parasitadas e afetam a bioenergética do parasita; sendo
relatado como mecanismo predominante desta classe de compostos a acumulagao
intracelular seletiva de Sh'' através da disfuncéo do transportador do tipo aquaporina
AQP1, aumento nos niveis de tidis e superexpressao de transportadores do tipo ABC
(MATOS et al.,, 2020; OLIAS-MOLERO et al., 2021). Os efeitos colaterais mais
frequentes relatados pelo uso de antimoniais sdo mialgia, artralgia, leucopenia e
anorexia, podendo ainda ser cardio, nefro e hepatotéxicos, com restricdes ao uso por
gravidas e pessoas idosas (GOTO, H., LINDOSO, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011).

A AnfB é um antibiético poliénico, derivado de uma cepa de Streptomyces
nodosus, introduzida para o tratamento da LV em 1960, sendo utilizada como opg¢éao
terapéutica nos paises onde ha casos de resisténcia aos antimoniais pentavalentes
(WORTMANN et al.,, 2010; BALASEGARAM et al.,, 2012). Além de sua forma
convencional, existem as formulacdes de AnfB: a lipossomal que € menos toxica,
porém com meia-vida mais curta e mais cara que a convencional; a complexo lipidico
de AnfB e AnfB coloidal que sdo menos circulantes que a convencional, possuindo
parametros cinéticos distintos que implicam diretamente em reajustes no tratamento

quando comparada a AnfB convencional (HAMILL, 2013). Este farmaco possui
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afinidade por ergosterol, principal esterol de membrana do parasito, 0 que impede a
ligacdo da Leishmania ao macrofago, uma vez que este farmaco se liga na membrana
do parasito, pode atuar também formando canais transmembranas, aumentando o
influxo de ions, causando sua morte (VAN ASSCHE et al., 2011).

A pentamidina € uma diamina aromatica introduzida em 1930 inicialmente
contra Trypanossoma spp., administrada via intravenosa ou intramuscular, com uso
cada vez menor uma vez que pode causar diabetes mellitus insulina dependente, além
de causar nefrotoxicidade, hipoglicemia e hipotensdo (NO, 2016). Seu mecanismo de
acao estd associado a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial devido ao
acumulo na mitocdndria do parasito, causando alteracbes na sintese de DNA e
alteracdes na morfologia do cinetoplasto (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

A paromomicina € um antibiético aminoglicosidico, descoberto nos anos 1960,
produzido pela fermentacdo de Streptomyces rimosus com alta eficacia contra um
grande espectro de bactérias e protozoarios, incluindo Leishmania, com mecanismo
de acdo ainda ndao completamente elucidado; contudo, a inibicdo da sintese proteica
através da inibicéo da translocacao e reciclagem de subunidades ribossémicas, assim
como a modificacdes no potencial de membrana possam ser seu modo de acdo em
Leishmania (GOTO, H., LINDOSO, 2010; LINDOSO et al., 2012). Os efeitos colaterais
incluem oto, nefro e hepatotoxicidade (MATOS et al., 2020).

A miltefosina por sua vez é um derivado da alquilfosfocolina, descoberta por
volta de 1980, com atividade antineoplasica, porém atribuida a atividade anti-
Leishmania in vivo em 1990, sendo uma alternativa a quimioterapia para as
leishmanioses, com eficécia clinica comparada a AnfB, além de administrada via oral
(SINGH; SUNDAR, 2014). Acredita-se que atua interagindo com a membrana celular
do parasito por modulacao de receptores da superficie celular, metabolismo de inositol
e ativacdo de fosfolipases, causando a morte celular do tipo apoptose (SEIFERT;
CROFT, 2006). Os efeitos colaterais incluem teratogenicidade, o que restringe o0 uso
em gravidas, e efeitos relacionados ao longo tempo de meia vida no organismo (>
120h), como casos de cepas resistentes (OLIAS-MOLERO et al., 2021). No Brasil, seu
uso foi recomendado recentemente, no ano de 2020, para o tratamento da
leishmaniose tegumentar (cutanea) a partir de nota informativa pelo Ministério da
Saude (https://www.gov.br/saude/pt-br/media/pdf/2020/dezembro/17/nota-informativa
miltefosina.pdf).
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Ainda ndo existe uma vacina para a prevencdo das leishmanioses em
humanos, enquanto que para caes, principal reservatorio da LV mais préximo ao ser
humano, ha algumas opc¢fes disponiveis, porém com ressalvas quanto a sua
padronizacdo, deficiéncias metodologicas e diferencas substanciais nas
caracteristicas das populagdes estudadas (OLIAS-MOLERO et al., 2021). A eutanasia
dos animais infectados ainda € a principal recomendacao para controle da doenca em
areas endémicas, entretanto ha divergéncias sobre a eficacia do método, além de
questdes éticas envolvidas (COSTA et al., 2013).

Portanto, sem o controle da infeccao nos reservatorios domésticos, em pouco
tempo surgem os casos humanos. Assim, apés o diagndstico da doenga em humanos,
deve ser empregada a quimioterapia com os farmacos disponiveis, de acordo com a
orientacdo dos gestores de saude publica local. Como observado, todos os farmacos
atualmente empregados possuem alta toxicidade associada ao seu uso, além de
restricdes em determinadas regides, devido a baixa eficacia geralmente associada a
resisténcia desenvolvida pelo parasita (OLIVEIRA et al., 2011).

Sendo assim, observada a limitada disponibilidade de farmacos
leishmanicidas, dificuldade de administragdo (com excecdo da miltefosina), como
também casos de cepas resistentes, torna a pesquisa de novos anti-leishmaniais

necessaria e importante para contornar estes problemas.

2.3 Maléria

A maléria é considerada pela OMS um importante problema em salde publica
com 241 milhdes de casos registrados e 627 mil mortes nos paises endémicos para o
ano de 2020, entretanto, acredita-se que este nimero de mortes seja influenciado pela
pandemia da COVID-19, devido a interrupcdo dos servi¢cos de assisténcia pela OMS,
especialmente no continente Africano (WHO, 2021). Ocorre em mais de 90 paises,
com maior concentracdo de casos no continente africano, com mais de 93% das
mortes ocorridas no mundo (Figura 6). No Brasil, a transmiss&o se concentra na regiao
da Amazbnia legal (Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para,
Rondénia, Roraima e Tocantins) com cerca de 99% dos casos registrados (BRASIL,
2021).
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Figura 6. Distribuicdo mundial da maléria.
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Distribuicdo mundial da malaria de acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, baseado na
incidéncia de casos (niUmero de casos por 1000 habitantes). Fonte: Adaptado de WHO, 2019.
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O principal transmissor da malédria em humanos é o mosquito do género
Anopheles, familia Culicidae, popularmente conhecido como pernilongo, com mais de
430 espécies conhecidas, sendo aproximadamente 70 espécies que podem transmitir
a doenca de fato (PIMENTA et al., 2015). Até o0 momento, mais de 200 espécies de
Plasmodium foram descritas, entretanto, apenas cinco capazes de infectar seres
humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi, sendo este
altimo naturalmente mantido em macacos causando malaria zoonética no Sudeste de
Asia (SATO, 2021).

A infeccdo inicia-se quando os individuos sédo picados pela fémea do inseto
vetor Anopheles resultando na liberacdo dos esporozoitos na corrente sanguinea, 0s
quais irdo infectar os hepatdcitos (Figura 7). Uma vez nestas células, ocorre
multiplicacdo dos parasitas dando origem aos merozoitas que irdo romper 0S
hepatdécitos, caindo na circulagdo sanguinea infectando as hemacias, dando inicio a
segunda fase do ciclo, a esquizogonia sanguinea (BRASIL, 2021). E neste estagio
intraeritrocitario que ocorre a proliferacdo em massa dos parasitos por reproducao
assexuada ciclica e que aparecem os sintomas da doenca. Os ciclos eritrociticos
repetem-se a cada 48 horas em infecgbes por P. falciparum e P. vivax, e a cada 72
horas para P. malariae. Apds algumas geracdes nos eritrocitos, 0s merozoitas se
diferenciam a gametdécitos feminino (macrogameta) e masculino (microgameta), cuja

fecundacao ocorrera no trato digestorio do inseto, formando primeiramente o oocineto
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e, posteriormente 0s esporozoitas, forma que sera transmitida ao homem no momento
da picada do inseto, encerrando assim o ciclo (ASHLEY; PYAE PHYO; WOODROW,
2018; MAIER et al., 2019).

Figura 7. Ciclo biolégico do parasito Plasmodium spp. causador da maléria.
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Formas esporozoitas de Plasmodium spp. séo injetadas no ser humano e migram para o figado, aonde
irdo se diferenciar a esquizontes que irdo romper os hepatécitos dando origem aos merozoitos, que
caem na circulagdo sanguinea infectando as hemacias dando inicio ao ciclo assexuado, em que a cada
48 ou 72 horas estes parasitas completam um ciclo de multiplicacéo evoluindo do estégio imaturo de
anel até o estagio maduro de merozoito. E nesta fase que se iniciam os sintomas clinicos da doenca.
Apés algumas geracdes, 0os merozoitos podem se diferenciar para gametas feminino (macrogameta) e
masculino (microgameta) que s&o ingeridos pelo mosquito em um novo repasto sanguineo. E iniciado
entdo o estagio esporogbnico, em que no estdbmago do mosquito o microgameta penetra o
macrogameta dando origem ao zigoto, que se torna alongado e com motilidade (oocineto) migrando
para o intestino médio gerando o oocisto. Estes oocistos irdo crescer, se multiplicar dando origem aos
esporozoitos, que irdo migrar para as glandulas salivares, tornando assim o mosquito infectivo
novamente fechando o ciclo.

Fonte: Adaptado de MAIER et al., 2019.

E importante destacar que durante o estagio hepatico, nas infeccdes por P.
vivax e P. malariae, alguns parasitas podem entrar em estado de laténcia, sendo
denominados de hipnozoitas, responsaveis por recaidas da doenca, geralmente seis
meses apos o tratamento (BRASIL, 2021). O periodo de incubacdo da doenca dura
tipicamente de 10-14 dias para P. falciparum e P. knowlesi, 2-3 semanas para P. vivax

e P. ovale e 18 dias ou mais para P. malariae; porém pode haver variagdes, P. vivax,
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por exemplo, pode ter de 3-6 meses de incubacao primaria (ASHLEY; PYAE PHYO;
WOODROW, 2018).

Os sintomas da malaria podem iniciar de 6-8 dias apés a picada do mosquito,
ou meses depois de estar em areas de contagio, podendo variar de acordo com a
espécie. Os sintomas classicos de malaria ndo-complicada sédo caracterizados por
episodios de febre, calafrio e sudorese intervalados (48 horas para P. vivax e ovale e
72 para P. malariae) acompanhados de dor abdominal, nausea, vomitos, diarréia, dor
nas costas, mialgia, palidez e ictericia que correspondem a liberacdo dos merozoitas
pelos eritrécitos rompidos (BASU; SAHI, 2017).

A periodicidade de sintomas € menos comum para P. falciparum que apresenta
manifestagcbes multiformes, podendo apresentar-se como gastroenterite aguda,
infeccdes do trato respiratdrio superior ou raramente pode apresentar ictericia
simulando hepatite viral (TUTEJA, 2007). O quadro clinico pode variar dependendo
da cepa envolvida, parasitemia, tempo de doenca e nivel de imunidade adquirida, com
destaque para primoinfectados que estao sujeitos a maior gravidade necessitando de
acompanhamento meédico, especialmente em infec¢cbes por P. falciparum,
responsavel pela maioria dos casos letais (BRASIL, 2021). Nos casos mais graves,
denominados de malaria-complicada, € relatado dor abdominal intensa, reducao do
volume de wurina, vOomito persistente, sangramento, cianose, convulsdo e
hepatoesplenomegalia, podendo ser letal (TUTEJA, 2007; BASU; SAHI, 2017).

Por assemelhar-se com outras doencas e ndo haver um quadro clinico
especifico, é recomendavel a busca de orientacdo médica e solicitacdo de exame
laboratorial para diagndéstico especifico da malaria, que pode ser por esfregaco
sanguineo e andlise microscépica, kits imunocromatograficos com anticorpos mono e

policlonais, ou ainda por diagnéstico molecular (TORRES et al., 2006).

2.3.1 Tratamento
Algumas classes de farmacos sdao empregadas no tratamento da malaria,

dependendo do caso clinico e da cepa de Plasmodium envolvida. Dentro da classe
das 4-Aminoquinonas estédo a cloroquina, hidroxicloroquina e amodiaquina (analogo
da cloroquina) sendo a cloroquina extensivamente o antimalarico mais usado em todo
o mundo, efetiva para P. ovale, P. malariae, na maioria dos casos de infeccéo por P.
vivax, como também em casos de malaria ndo-complicada por P. falciparum

(WINSTANLEY; WARD, 2006). Esta classe de compostos, possui como mecanismo
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de acao a inibicdo da formac&o de hemozoina dentro do vacuolo digestivo do parasita.
Em um curso normal de infeccdo, o parasita metaboliza a hemoglobina
transformando-a no metabdlito intermediario hematina, o qual é toxico, em um
complexo inerte chamado hemozoina. A cloroquina aumenta o pH do vacuolo
digestivo, prejudicando o metabolismo da hemoglobina, e formando um complexo
toéxico hematina/cloroquina (BRAY et al., 1998).

Entre os efeitos colaterais associados ao uso da cloroquina estédo dor de
cabeca, tontura, ndusea e problemas gastrointestinais. Em casos de overdose pode
causar hipotensdo, convulsfes e problemas respiratorios; ja a amodiaquina pode
causar hepatite e agranulocitose (BRAGA et al., 2015).

Os antifolatos s&o utilizados em combinagdes fixas, geralmente sulfadoxina-
pirimetamina, utilizada em areas de resisténcia a cloroquina por P. falciparum.
Cloroproguanil vem sendo utilizado com dapsona; outros “sulfa” medicamentos como
sulfadoxina, sulfalena e dapsona apresentam efeito sinergistico com pirimetamina ou
cloroproguanil (WINSTANLEY; WARD, 2006). Este grupo de farmacos interfere na
sintese de DNA, inibindo a tetrahidrofolato-redutase do parasita, esgotando o
tetrahifdrofolato, um cofator da sintese de DNA. Casos de alergias e febre séo
relatados associados ao uso dos antifolatos e combinacfes (GREGSON; PLOWE,
2005).

O grupo das artemisinas inclui o artemeter, artesunato e a prépria artemisina
utilizados no tratamento da malaria complicada, ou em combinacdo com outros
farmacos para malaria ndo-complicada causada por P. falciparum (O’NEILL;
BARTON; WARD, 2010). As artemisinas parecem ser metabolizadas em di-
hidroartemisina, um sesquiterpeno de lactona endoperédxido, que media a morte do
parasita através da producdo de radicais livres apds sua clivagem; por serem
dependentes de Fe?* para sua ativacdo, acredita-se que atuem no vacuolo digestivo,
e por esta razdo sdo ativas contra formas sanguineas e ndo contra gametocitos
(FENG et al., 2019). No geral, esta classe de farmacos é bem tolerada, porém ha
efeitos toxicos a embrides, ndo sendo recomendado para gravidas.

Mefloquina € um farmaco de acdo semelhante a cloroquina, utilizado no
tratamento de malaria ndo-complicada multirresistente causada por P. falciparum,
mas pode atuar em formas assexuadas para todas as espécies de Plasmodium que

acometem humanos. Nado recomendado para gravidas, este farmaco pode causar
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natimorte, podendo ainda causar dores de cabeca, ou efeitos gastrointestinais
moderados como efeitos colaterais gerais (MARTINS et al., 2021).

A atovaquona-proguanil atua de forma sinérgica, inibindo a respiracdo
mitocondrial, sendo utilizada no tratamento de malaria multirresistente causada por P.
falciparum; entretanto, por ser de alto custo, com recomendacédo indicada como
quimioprofilaxia para viajantes. Halofantrina inibe a polimerizacdo de moléculas heme
do parasita resultado na intoxicacdo do mesmo, por metabdlitos provenientes da
degradacdo da hemoglobina; é utilizada para tratar malaria ndo-complicada por P.
falciparum e tem como principal efeito colateral arritmia ventricular (WINSTANLEY;
WARD, 2006; DE VILLIERS; MARQUES; EGAN, 2008).

A primaquina € conhecida por ser ativa contra formas hipnozoitas de P. vivax
e P. ovale, sendo ainda o Unico farmaco disponivel contra este estagio do parasita;
porém a primaquina causa hemoélise em pacientes deficientes em glicose-6-fosfato
desidrogenase, devendo entdo ser solicitado avaliacdo antes de seu uso (BRAGA et
al., 2015; CAMARDA et al., 2019).

Com o passar dos anos os parasitas foram adquirindo resisténcia aos farmacos
disponiveis (Figura 8), especialmente a cloroquina; portanto, por volta dos anos 2000
a OMS adotou como estratégia global o uso da terapia baseada em combinacfes com
artemisina no sentido de reverter a resisténcia adquirida por Plasmodium (EKLAND;
FIDOCK, 2008). Porém, mesmo ap0s a combinacdo de farmacos como estratégia
para reverter a resisténcia, ainda s&o registrados no Sudeste da Asia e Africa casos
de resisténcia a até mesmo a artemisina como também a suas associacdes (BLASCO;
LEROY; FIDOCK, 2017).

Figura 8. Historia da introducdo dos principais antimalaricos e do primeiro

surgimento de resisténcia em campo.
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As barras simples sdo monoterapias, duplas e triplas, terapia combinada. As cores referem-se as
classes quimicas a que pertencem os antimalaricos. A quinina, importada pela primeira vez para a
Europa na década de 1630, encontrou resisténcia parcial no inicio do século XX e, mais tarde, foi
substituida pela cloroquina (CQ), um antigo padrdo-ouro usado massivamente até a resisténcia
aparecer uma década depois. A resisténcia ao proguanil foi detectada dentro de um ano de uso clinico,
quando foi substituido pelo sulfadoxina-pirimetamina (SP) que encontrou resisténcia rapidamente e
hoje é usado principalmente para tratamento preventivo intermitente durante a gravidez e para
qguimioprevencéo da malaria sazonal em combinagdo com AQ (SPAQ, ndo mostrado) e como
tratamento de primeira linha em combinagdo com artesunato ( ASSP) em algumas areas sensiveis a
SP155. Artemisininas (ARTs) foram usadas pela primeira vez em monoterapia (artesunato injetavel
ainda é usado para malaria grave), embora sua curta meia-vida no plasma e problemas de resisténcia
tenham levado ao desenvolvimento de terapias combinadas a base de artemisinina (ACTSs) para malaria
nao-complicada. Varios medicamentos parceiros do ACT (como amodiaquina e mefloquina) foram
usados como monoterapias e permaneceram em uso como agentes Unicos muito tempo depois que a
resisténcia foi encontrada pela primeira vez. A piperaquina e a pironaridina foram introduzidas na China
como substitutos da CQ ha cerca de 40 anos. A resisténcia & monoterapia com piperaquina foi relatada
no final da década de 1980. A resisténcia a ART foi relatada pela primeira vez em 2008, mas j4 estava
presente varios anos antes no oeste do Camboja. A falha do tratamento devido & resisténcia a um ou
ambos os componentes de um ACT, foi documentada primeiro para ASMQ e, mais recentemente, para
DHA-PPQ. A OMS relatou recentemente falhas no tratamento da AL no Laos. Atovaquona-proguanil
(Malarone) é atualmente prescrito como agente profilatico a viajantes para areas endémicas de malaria.
AL, artemeter + lumefantrina; ASMQ, artesunato + mefloquina; ASAQ, artesunato + amodiaquina; DHA-
PPQ, di-hidroartemisinina + piperaquina; PA, artesunato + pironaridina; ASSP, artesunato + SP.
Fonte: Adaptado de BLASCO; LEROY; FIDOCK, 2017.

Embora existam opcdes terapéuticas para o tratamento da maléaria, ainda ha
muitos problemas associados ao tratamento, sejam pelos casos de resisténcia a
cloroquina que ainda é o principal farmaco utilizado, ou ao tratamento com artemisina
e associacdes; como também, pelos inUmeros efeitos colaterais associados aos
farmacos disponiveis (BLASCO; LERQOY; FIDOK, 2017).
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No final de 2021, a OMS iniciou a aplicacao da primeira vacina contra a malaria
desenvolvida no mundo, a RTS,S (Mosquirix®) uma vacina pré-eritrocitica, baseada
em componentes antigénicos da proteina de superficie de esporozoitos de P.
falciparum, a circunsporozoita (CSP), que levou 34 anos desde o inicio dos estudos
até sua finalizacdo com os ensaios clinicos de fase Ill (LAURENS, 2019). O antigeno
recombinante desta vacina inclui: a regido central repetitiva (R) da CSP, a regido
terminal carboxilada da CSP, que contém epitopos T, fundido com o antigeno de
superficie (S) do virus da hepatite B (HBsAg). Para melhorar a reatividade celular, a
proteina é formulada em ASO1 — uma emulsdo em agua e 6leo (sistema adjuvante
lipossomal) (LEVI; BALLALAI; ANDRADE, 2015).

A vacina RTS,S € recomendada para criangas, aplicada em quatro doses,
sendo as primeiras trés na idade de cinco, seis e sete meses de vida, e a Ultima dose
por volta dos 18 meses, com eficacia em torno de 40% na reducdo do namero de
mortes e 30% nos casos graves; contudo, ainda é necessario os esforcos para vacinas
contra outras espécies, bem como vacinas mais eficazes (LAURENS, 2019;
TAKASHIMA et al., 2021).

2.4 Cisteino proteases como alvo terapéutico para leishmanioses e maléaria

Proteases ou peptidases sao enzimas que catalisam a hidrélise de ligacdes
peptidicas e sdo importantes em varias atividades bioldgicas incluindo digestdo de
peptideos, ativacdo de outras enzimas, modulacdo do sistema imunoldgico,
participac&o no ciclo celular, diferenciacdo e autofagia (SIQUEIRA-NETO et al., 2018).
Estas enzimas podem ser divididas em seis classes que variam de acordo com o
mecanismo de acdo e 0s aminoacidos presentes no sitio ativo: Aspartico-, Cisteino-,
Serino-, Metallo-, Treonino-, Glutamico- e Asparagino- proteases, podendo ainda
dentro da mesma classe, serem divididas em familias por caracteristicas como
similaridade de sequéncias, especificidade bioquimica de substratos e insercéo de
loops peptidicos (SAJID; MCKERROW, 2002).

Estas enzimas sdo importantes em diversos organismos, especialmente em
protozoarios, desempenhando papel fundamental na viruléncia, patogénese,
modulacdo do sistema imune, proliferacdo celular, dentre outras funcbes que as
tornam atrativas como alvo terapéutico (MCKERROW et al., 2009; RAWAT et al.,
2021). As CPs também estdo presentes nos humanos, aonde estudos de

bioinforméatica revelaram a presenca de 11 catepsinas, incluindo B, C, F, F, H, K, L,
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0, S, V, X, e W envolvidas em distintos processos, incluindo doengas como o cancer
(VERMA; DIXIT; PANDEY, 2016).

A primeira cisteino protease descrita e caracterizada foi a papaina de Carica
papaya, em 1983. Entre as cisteino proteases de protozoarios (CPs), estdo as CPs
do cla CA entre as mais descritas e caracterizadas, conhecidas também como
papaina-like, por sua semelhanca com a papaina (VARUGHESE et al., 1989). Os
sitios ativos das CPs abrigam residuos cataliticos, possuindo essencialmente um
residuo de cisteina e um de histidina, seja como diade ou triade catalitica por
acomodacdo de residuos como treonina, asparagina, acido glutamico e &acido
aspartico (RAWAT et al., 2021).

Estas enzimas catalisam a quebra de proteinas clivando ligacdes peptidicas
usando um grupo tiol nucleofilico de uma cisteina. A ligacdo do substrato adequado
resulta na ativacdo do tiol (remoc¢éo do préton pelo grupo histidina), atuando agora
como como nucledfilo, atacando e rompendo a ligagéo peptidica, entdo um peptideo
é liberado e outro liga-se covalentemente ao enxofre. A hidrdlise pela dgua liberando
um segundo peptideo completa o ciclo de clivagem destas enzimas (Figura 9) (SAJID;
MCKERROW, 2002).

Figura 9. Mecanismo de acao das cisteino proteases.

Esquema do mecanismo de a¢éo das cisteino proteases apontando a formacdo do nucledfilo sulfidril
do sitio ativo é representado na area amarela e a ligacédo peptidica que é atacada antes da hidrdlise
esta indicada pela seta azul apontando para o carbono.

Fonte: https://bio.libretexts.org/.

Os parasitas do género Leishmania apresentam trés familias de CPs (Figura
10), denominadas CPA, CPB e CPC, que por sua vez, sdo expressas em diferentes
estagios do ciclo de vida. E descrito para L. mexicana que as CPs sdo apontadas

como fatores de viruléncia, devido a possivel participacdo de CPs no processo de
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diferenciacdo de promastigotas metaciclicas a amastigotas, bem como em seu papel
no balanco da resposta Thl/Th2 (ALEXANDER; COOMBS; MOTTRAM, 1998;
CAMERON et al., 2004). A CPB ¢é descrita como um importante fator de viruléncia
estando envolvida na evasédo das defesas microbicidas dos macrofagos, contribuindo

para a sobrevivéncia do parasita no interior da célula (MOTTRAM et al., 1996).

Figura 10. Clas e familias de proteases de L. (L.) major. A nomenclatura é
baseada no banco de dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/).
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Fonte: DE ALMEIDA, 2017.

A CPB é codificada por genes que ocorrem em cépias multiplas arranjadas em
tandem e pode modular a resposta imune do hospedeiro para a formacéo de células
T helper 2 (Th2) em detrimento daquelas T helper 1 (Thl), tornando o hospedeiro
susceptivel para o estabelecimento da infeccdo por Leishmania (Figura 11)
(MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004). Em L. mexicana foi observado que tal
fendmeno acontece pela regulacédo negativa da producao de INF-y, via degradagao
do fator de transcricdo NF-kB, com subsequente inibicdo da producdo de IL-12
(MOTTRAM; COOMBS, 1998; SIQUEIRA-NETO, et al., 2018).

Figura 11. Representacdo esquematica da via de ativacdo de macréfagos e
resultado da infeccgéo.
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O metabolismo da arginina no hospedeiro e no parasito possui papel chave na ativagdo de macrofagos
e sobrevivéncia do parasito durante o processo infectivo. Como resultado de uma ativagao classica,
macrofagos respondem as citocinas Thl, que contribuem para eliminacdo do parasito, contudo, uma
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Fonte: DE ALMEIDA, 2017.

Mottram e colaboradores (1996) demonstraram que cepas mutantes nulas para
CPB2.8 perdem capacidade infectiva, recuperando infectividade semelhante a cepa
selvagem quando "curadas” com a transfecg¢édo de plasmideos que albergam o gene
que codifica a CPB, mostrando o papel crucial desta enzima na infeccdo por
Leishmania.

Assim como em Leishmania, os parasitas causadores da malaria, Plasmodium
spp. também possuem uma série de cisteino proteases que tem papel central durante
o ciclo celular no parasita, seja na invasao ou degradacéao de eritrcitos, degradacao
de tecidos ou invasao celular (MUSYOKA; NJUGUNA; BISHOP, 2019). Em
Plasmodium, as cisteino proteases melhor caracterizadas sdo as da familia da
papaina (cla CA, familia C1), caracterizadas pela presenca da triade catalitica Cis-
His-Asn conservada (MISHRA; SINGH; SINGH, 2019). O sequenciamento do genoma
de P. falciparum revelou a presenca de quatro falcipainas (FPs-1, 2, 2’ e 3), trés
dipeptidil peptidases (DPAP-1, -2, -3), nove proteinas SERA e um homdlogo da
calpaina (ROSENTHAL, 2011).

Durante o estagio eritrocitico, especialmente na fase de trofozoita, é

especialmente observado acentuada atividade das falcipainas FP-2 e FP-3 presentes
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em abundancia em P. falciparum. Estas enzimas sdo encontradas no vacuolo
digestivo (VD) possuindo como principal fungéo a rapida clivagem da hemoglobina em
multiplos sitios, levando a sua degradacdo, em conjunto com outras classes de
enzimas cataliticas (Figura 12). FP-2 também esta envolvida na degradacdo de
proteinas esqueléticas da membrana eritrocitaria, incluindo a anquirina e a proteina
da banda 4.1 (ROSENTHAL, 2011; MISHRA; SINGH; SINGH, 2019).

Figura 12. Papel das proteases na degradacao da hemoglobina.
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Trofozoitos “ingerem” o citoplasma dos eritrécitos e o transportam para o grande e central vacuolo
digestivo, andlogo aos lisossomos. Nesta via, varias enzimas proteoliticas conhecidas sédo evolvidas:
aspartico proteases (Plasmepsinas I, I, 1ll e IV), trés cisteino proteases da familia da papaina
(Falcipainas-2, 2’ e 3), metaloprotease (Falcilisina) e a dipeptidil aminopeptidase 1 (DPAP1). O produto
final sdo aminoacidos que irdo suprir a demanda nutricional da metamorfose desde o estagio de anel,
até os esquizontes multinucleados do estagio assexuado.

Fonte: Adaptado de MISHRA; SINGH; SINGH, 2019.

Pode-se ainda dizer que as falcipainas sdo um alvo atrativo para o
desenvolvimento de farmacos, uma vez que desenvolvem papel crucial no estagio de
maturacdo e multiplicacdo nos eritrocitos. Sijwali e colaboradores (2003) mostraram
que a FP-2 é essencial no processo de degradacdo de hemoglobina, uma vez que
uma cepa knockout do gene da FP-2 teve diminuicdo do processo de clivagem de
hemoglobina quando comparada a cepa selvagem em estagio trofozoita, além de ser
trés vezes mais sensivel a inibidores de cisteino protease. Ja para FP-1, o mesmo
nao ocorreu, a cepa knockout apresentou o mesmo perfil fenotipico da cepa selvagem
(SIJWALI; ROSENTHAL, 2004).
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Vérios inibidores de cisteino proteases sédo descritos na literatura para as
falcipainas, como peptideos, peptideo-miméticos e ndo peptidicos, uma vez que ha a
estrutura resolvida da FP-2 e FP-3 o que facilita a etapa de desenho racional de
inibidores (RAWAT et al., 2021). Alguns destes compostos chegam a etapa de ensaios
in vivo, mas néo progridem (ROSENTHAL, 2004). Portanto, a busca por inibidores
especificos e seletivos para falcipainas, que possam evoluir nas etapas de
desenvolvimento de farmacos ainda é um desafio. No que diz respeito a farmacos que
possuem como alvo cisteino proteases de protozodrios, ha na literatura apenas um
registro referente ao farmaco K11777 que avancou em estagio pré-clinico contra a
doenca de Chagas, porém foi interrompido devido a problemas de seguranca
(MCKERROW, 2018).

2.5 Compostos furoxanos e derivados

Os furoxanos (1,2,5-oxadiazol-2N-6xido) e benzofuroxanos
(benzolc][1,2,5]oxadiazol-1N-6xido) (Figura 13), sdo moléculas bastante conhecidas
na literatura, possuindo varias bioatividades descritas. Estas moléculas foram
sintetizadas pela primeira vez ha mais de 100 anos, com promissora atividade
antiparasitaria descrita, dentre elas anti-Leishmania, anti-Plasmodium, anti-
Trypanosoma, anti-Schistosoma (GASCO et al., 2004; CASTRO et al., 2009; MOTT
et al.,, 2012; DUTRA et al.,, 2014; GIL et al., 2014). Esta classe de moléculas
apresentam em sua estrutura um grupamento N-Oxido que age como grupo
biorreduzivel no parasito, gerando espécies reativas de nitrogénio, dentre elas o 6xido
nitrico (NO), além de causar S-nitrosilacdo de proteinas, o que é associado como
principal mecanismo de acdo do efeito antiparasitario do NO (GASCO et al., 2004;
BOIANI et al., 2008).

Figura 13. Estrutura geral dos furoxanos e benzofuroxanos.
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Estrutura geral dos furoxanos (A) e benzofuroxanos (B). A posi¢do do grupamento N-6xido é indicada
como 1-, N- ou N1-6xido para os furoxanos, enquanto que para os benzofuroxanos é indicado como 2-
, N- ou N2-6xido. Fonte: GASCO et al., 2004; CERECETTO; GONZALES, 2007.

O NO ao ser metabolizado em células de mamiferos e microrganismos, pode
causar formacdo excessiva de oxidantes e novos produtos que levam ao
comprometimento da estrutura e funcéo celular, levando a degeneracéo e morte da
célula (RADI, 2018). Uma das organelas celulares mais atingidas por este processo é
a mitocondria, onde dados na literatura sustentam que o aumento de NO causa
disfuncdo mitocondrial através de uma série de eventos como alteracdo dos
gradientes eletroquimicos, redox mitocondrial e homeostase da bioenergia (RADI et
al., 2002).

Um dos subprodutos gerados pela metabolizagdo do NO nas células é o
peroxinitrito que pode levar a alteracbes na bioenergética mitocondrial e na
homeostase do calcio, como também promover a abertura de poros de transicao de
permeabilidade mitocondrial (RADI et al., 2002). Em células de mamiferos, danos
causados por NO e mudancas na homeostase do célcio juntos iniciam morte celular
programada ou necrose em uma variedade de tipos celulares (RIDGLEY; XIONG;
RUBEN, 1999). Parasitas do género Leishmania possuem alguns reservatérios de
calcio como acidocalcisomas, reticulo endoplasmético e apenas uma mitocondria
(DOCAMPO; HUANG, 2015); portanto, alteracdes que estejam sendo causadas pelo
efeito deletério dos subprodutos gerados pelo NO sdo importantes para o
entendimento desta via.

Em parasitas do género Plasmodium sabe-se que o célcio esta envolvido na
bioenergética do parasita, sendo um segundo mensageiro crucial ligado ao egresso e
invasdo de células hospedeiras, secrecdo de proteinas, motilidade e regulacdo do
ciclo celular (BROCHET,; BILLKER, 2016). Estes parasitas possuem como principais
reservatorios de célcio o vacuolo digestivo, reticulo endoplasmatico, mitocondria e
acidocalcisomo que podem ser prejudicados pelo desbalanco de célcio intracelular
(DE OLIVEIRA et al., 2021).

Alguns trabalhos caracterizaram componentes importantes responsaveis pela
sinalizacdo de célcio em P. falciparum, sendo os mais descritos: bombas SERCA
(Sarco Endoplasmic Reticulum CA2*-ATPAse) responsaveis pelo bombeamento deste
ion para dentro do reticulo endoplasmatico; pirofosfatases (VP1) e V-ATPases

presentes no vacuolo digestivo que regulam o pH &cido desta organela pela
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manutencdo de célcio; e as proteinas quinases dependentes de calcio (CPDKSs)
descritas por estarem envolvidas na regulacdo da motilidade dos gametas no inseto
vetor, e egresso do ciclo biolégico na fase eritrocitaria (VIDADALA et al., 2014;
DOCAMPO; HUANG, 2015; DE OLIVEIRA et al., 2021). Na fase intraeritrocitica, na
qual ha bastante investimento no desenvolvimento de drogas anti-malaricas, o
parasita € desafiado ao usar o calcio para sinalizacdo, uma vez que a concentracao
desse ion na corrente sanguinea € na ordem de milimolar, enquanto que intracelular
pode variar de 100 nM a 480 nM (GARCIA et al., 1996; ROHRBACH et al., 2005).

Autores relatam que a homeostase do célcio intracelular € importante para
Plasmodium uma vez que esta conectado a sinais intracelulares criticos ligados ao
ciclo celular do parasita, estando envolvido em uma rede de vias reguladoras, o que
torna este fenbmeno um importante alvo para o desenvolvimento de drogas anti-
maléricas (GAZARINI et al., 2007; LOURIDO; MORENO, 2015; DE OLIVEIRA et al.,
2021). Vidadala e colaboradores (2014) descreveram uma série de compostos
baseados em pirazolopirimidina e imidazopirazina como potentes inibidores de
quinase dependente de célcio-4 em P. falciparum (PfCDPK4), sem toxicidade para
células de mamifero (VIDADALA et al., 2014). Enomoto e colaboradores (2012)
mostraram que o0 composto 2-aminoetil difenilborinato blogueia a oscilagédo
espontanea de calcio, via receptor IP3/célcio dependente, causando o bloqueio da
progressao do ciclo celular de P. falciparum no estégio eritrocitico (ENOMOTO et al.,
2012).

Portanto, tendo em vista o potencial anti-parasitario dos derivados furoxanos,
Nnosso grupo de pesquisa estudou uma série de compostos desta classe, identificando
0 composto Lapdesflde, que apresentou potencial terapéutico por administracao
intraperitoneal para tratamento da LV, com mecanismo de ag&o associado a inibigéo
da CPB2.8 de Leishmania e producédo de NO (DE ALMEIDA, 2017; DE ALMEIDA et
al., 2017). Entretanto, sabe-se que esta via de administracdo ndo € a ideal, logo
melhorar este protétipo, desenvolvendo moléculas com atividade semelhante ou
superior e que possam ser utilizados por administracéo via oral, foi um dos objetivos
deste trabalho, estando de acordo com a iniciativa do Drugs for Neglected Diseases
(DNDi) para o desenvolvimento de novos farmacos para doengas negligenciadas
(KATSUNO et al.,, 2015). Portanto, modificacbes estruturais foram realizadas
utilizando Lapdesfl4e como protoétipo.
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Foram desenvolvidos 24 derivados furoxanos, sendo 14 amida- e fenil-
furoxanos, dez benzofuroxanos e adicionalmente sete compostos contendo apenas
N-acil-hidrazona para verificar a influéncia deste grupo quimico na atividade anti-
Leishmania e anti-Plasmodium. A N-acil-hidrazona € descrita por atuar na inibicdo de
cisteino proteases de Leishmania e Plasmodium, sendo explorada também no
desenho de novos compostos bioativos para outras doencas parasitarias como
Doenca de Chagas (CARVALHO et al., 2012; KUMAR et al., 2017).

3 OBJETIVOS

O objetivo geral desta Tese foi avaliar o potencial antiparasitario contra
Leishmania infantum e Plasmodium falciparum dos derivados furoxanos

desenvolvidos a partir de Lapdesflde, e investigar possiveis mecanismos de acao.

3.1 Objetivos especificos

Para Leishmaniose visceral causada por Leishmania infantum:

- Clonagem e expressdo da enzima LmCPB2.8ACTE no sistema de expressao
heter6loga em Pichia pastoris para screening dos potenciais inibidores;
- Avaliacdo dos novos furoxanos quanto ao potencial leishmanicida em modelo
visceral contra Leishmania infantum (atividade anti-amastigota ECso-ama € citotoxica
CCso) e determinacao do indice de seletividade (SI=CCso/ICso);
- Os protétipos com atividade leishmanicida que apresentaram parametros de Clso-ama
< 10uM e Sl >10, foram investigados quanto a:

e Inibicdo da LmCPB2.8ACTE;

e Investigacdo do mecanismo de inibigao;

e Andlise por docking molecular dos melhores candidatos;

e Niveis de producéo de NO.
- Avaliacao in silico do ADMET do melhor candidato;
- Analise da eficacia do tratamento do melhor derivado em camundongos infectados
com L. (L.) infantum através de:

e Quantificacdo da carga parasitaria no baco e figado dos animais infectados;

e Marcadores bioguimicos.

Para malaria causada por Plasmodium falciparum:
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- Avaliacdo de novas moléculas quanto ao potencial anti-plasmédio em culturas
sincronizadas de Plasmodium falciparum 3D7 — GCaAMP3 através do ensaio da
lactado dehidrogenase (PfLDH);

- Avaliacdo quanto ao potencial inibitorio das falcipainas de P. falciparum através de:
e Ensaio fenotipico para verificacdo da morfologia do vacuolo digestivo;
e Analise de acumulacéo de hemoglobina ndo degrada;

- Avaliacdo dos mecanismos de acao através de ensaios de mobilizacdo do calcio

intracelular.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

As leishmanioses estdo entre as DNs mais negligenciadas, com farmacos
obsoletos e terapéutica associada a uma série de efeitos colaterais e abandono por
parte do paciente, o que necessita de uma atencao especial para o desenvolvimento
de farmacos. Este capitulo, traz o trabalho publicado na revista PLOs ONE
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008), referente a avaliacdo in vitro e in vivo
dos derivados furoxanos contra a leishmaniose visceral causada por L. infantum e
expressdo da enzima CPB2.8 de L. mexicana utlizando um novo sistema de
expressdo, como parte dos estudos de mecanismo de acao destes compostos. Por se
tratar de um artigo Open access a revista autoriza a total reproducéo do artigo nesta
Tese, ou em qualquer outro meio, desde que citado
(https://journals.plos.org/plosone/s/licenses-and-copyright).

Esta parte da Tese foi desenvolvida no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular de Tripanossomatideos, sob orientacdo da Dr2. Marcia Graminha, em
colaboracdo com o grupo do Dr°. Jean Santos FCFar - UNESP, o qual sintetizou as
moléculas e realizou os estudos de docking molecular; e com colaboracédo também
com o grupo do Dr°. Flavio Silva da UFSCar — Sdo Carlos, onde foi realizada a

expressdo da enzima recombinante CPB2.8.

Design, synthesis and biological evaluation of N-oxide
derivatives with potent in vivo antileishmanial activity
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Abstract

Leishmaniasis is a neglected disease that affects 12 million people living mainly in develop-
ing countries. Herein, 24 new N-oxide-containing compounds were synthesized followed by
in vitro and in vivo evaluation of their antileishmanial activity. Compound 4f, a furoxan deriv-
ative, was particularly remarkable in this regard, with ECs, value of 3.6 uM against L. infan-
tum amastigote forms and CCsg value superior to 500 uM against murine peritoneal
macrophages. /n vitro studies suggested that 4f may act by a dual effect, by releasing nitric
oxide after biotransformation and by inhibiting cysteine protease CPB (ICs: 4.5 uM). In vivo
studies using an acute model of infection showed that compound 4f at 7.7 mg/Kg reduced
~90% of parasite burden in the liver and spleen of L. infantum-infected BALB/c mice. Alto-
gether, these outcomes highlight furoxan 4f as a promising compound for further evaluation
as an antileishmanial agent.

Introduction

Leishmaniasis is a neglected disease caused by more than 20 species of the genus Leishmania
and affects 12 million individuals living mainly in developing countries [1-3]. The current
treatment still relies on a small number of old and toxic drugs, administered through the par-
enteral route, except for the oral drug miltefosine. The drug discovery pipeline for leishmania-
sis has been affected by the severe scarcity of new drug candidates achieving clinical trials
stages [4]. Therefore, efforts to discover new therapeutic alternatives are urgent.

Leishmaniasis is transmitted through the inoculation of promastigotes during the phleboto-
mines blood meal, followed by their entry and differentiation to amastigotes into mammalian
hosts cells, primarily “professional phagocytes” such as macrophages [5]. The parasite has
developed different strategies to inactivate the macrophages functions, including the expres-
sion and secretion of cysteine protease (CPB) [6]. CPB, as well as the Trypanosoma cruzi
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enzyme cruzain, is a cathepsin L-like protease important for parasite immune evasion [6, 7].
For Leishmania, CPB also allows modulation of the host Th1/Th2 immune response [8, 9] and
degradation of MHC class I [10]. The importance of CPB for parasite infection and the lack of
redundancy into the mammalian host genome, make it an attractive target for antileishmanial
drug development [7, 11]. Several protease inhibitors exhibit electrophilic warheads that
undergo nucleophilic attack from thiolate residue of cysteines of the active site of the enzymes
[12-19]. Among them, the warhead N-acylhydrazone present protease inhibitory properties
and has been previously explored in the synthesis of both antileishmanial and antitrypanocidal
compounds [17, 18, 20]. Therefore, in a continuing effort to develop new candidate drugs to
treat leishmaniasis, we have first reported a series of furoxan and benzofuroxan derivatives
containing the N-acylhydrazone subunit as antileishmanial agents [21].

Among them, the compound Lapdesf14e (E)-4-(4-((2-(3-hydroxybenzoyl)hydrazono)
methyl)phenoxy)-3-(phenylsulfonyl)-1,2,5-oxadiazole 2-oxide, previously known as 14e (Fig
1), showed remarkable antileishmanial efficacy in L. infantum-infected hamsters by reducing
the parasite load in the spleen (49.9%) and liver (54.2%), without toxic effects [14]. It was sug-
gested that the antileishmanial activity of this furoxan derivative (Lapdesf14e) was related to
its ability to release nitric oxide (NO) after biotransformation, which ultimately leads to para-
site death mainly through DNA damage [22]. Further investigations have revealed that Lap-
desfl4e is also targeting the parasite enzyme CPB at micromolar range [20]. Therefore, based
on these promising results, we designed a novel series of N-oxide compounds containing N-
acylhydrazone subunit, represented by phenyl-furoxan (4a-4g), amide-furoxan (4h-40), and
benzofuroxan (4p-4x) based on Lapdesfl4e (Fig 1).

Moreover, to evaluate the contribution of N-oxide subunit, an additional series of analogs
containing only the N-acylhydrazone subunit (14a-14g) was also synthesized, excluding the
furoxan and benzofuroxan moieties. Thus, based on the attempt to optimize Lapdesfl4e, the
present study reports the design, synthesis, and biological evaluation of a novel series of N-
oxide derivatives (4a-x) and N-acylhydrazones (14a-g), followed by their antileishmanial and
inhibitory effect against the recombinant Leishmania cysteine protease LmCPB2.8ACTE
(CPB), expressed in the yeast Pichia pastoris.

Materials and methods
Chemistry

Reagents and solvents were purchased from commercial suppliers and used as received. Thin-
layer chromatography (TLC), precoated with silica gel 60 (HF-254; Merck) to a thickness of
0.25 mm, was used for monitoring all reactions. The plates were revealed under UV light (254
nm) and, when necessary, treated with iodine vapor. All compounds were purified on a chro-
matography column with silica gel (60 A pore size, 35-75-uM particle size) and the following
solvents were used as mobile phase: dichloromethane, hexane, ethyl acetate, and petroleum
ether. The purity was analyzed by HPLC using a Shimadzu LC-10AD chromatograph
equipped with a model SPD-10A UV -vis detector (Shimadzu). The purity was superior to
98%. Melting points (mp) were determined in open capillary tubes using an electrothermal
melting point apparatus (SMP3; Bibby Stuart Scientific). Infrared (IR) spectroscopy (KBr disc)
was performed on an FTIR-8300 Shimadzu spectrometer, and the frequencies are expressed
per cm™'. The nuclear magnetic resonance (NMR) spectra for 'H and 13C of all compounds
were obtained on a Bruker DRX-600 (600 MHz) NMR spectrometer using deuterated
dimethyl sulfoxide (DMSO-dg) or chloroform (CDCl;) as a solvent for sample preparation.
Chemical shifts were expressed in parts per million (ppm) relative to tetramethylsilane. The
coupling constants are reported in hertz (Hz) and the signal multiplicities are reported as
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Fig 1. Drug design of the new compounds.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008.9001

singlet (s), doublet (d), doublet of doublet (dd), doublet of doublet doublets (ddd), triplet (t),
and multiplet (m). Elemental analyses (C, H, and N) were performed on a Perkin-Elmer
model 240C analyzer. All data were expressed within + 0.4% of the theoretical values. Com-
pounds 3,9, 12, 14b, and 14e were prepared according to previously described methodologies
[23-27]. Compounds 4p-x were synthesized according to previously described methods and
the characterization data are not shown here [24].

General procedures for the synthesis of compounds (4a-0). The coupling reaction for
preparation of compounds (4a-o) involved the treatment of aldehyde group (3, 9, 12) (1.5
mmol) with previously selected hydrazides (5a-e; 6a-b) (1.5 mmol) in 15 mL of ethanol, cata-
lyzed by hydrochloric acid 37% (0.2 mL). The reactions were stirred at room temperature up
to 24h and monitored by TLC until the reactive consumption. After, the solvent was partially
removed under reduced pressure, followed by the addition of iced water (~ 15 mL) to precipi-
tate the final N-acylhydrazones (4a-o). The precipitate was collected by filtration and washed
with cold water to provide the compounds with yields ranging from 82-96%. When necessary,
further purification was performed using column chromatography (flash silica, eluent: 50%
ethyl acetate; 50% hexane).

(E)-4-(4-((2-benzoylhydrazono)methyl)phenoxy)-3-phenyl-1,2,5-oxadiazole 2-oxide (4a).
Off-white solid; yield 91%; mp: 210-213°C. "H NMR (600 MHz, DMSO-dg) &: 11.94 (s, 1H),
8.49 (s, 1H), 8.09 (d, ] = 7.3 Hz, 2H), 7.90 (dd, ] = 31.5, 7.2 Hz, 4H), 7.63 (d, ] = 7.5 Hz, 4H),
7.60 (d,] = 6.7 Hz, 2H), 7.54 (t, ] = 6.8 Hz, 2H). "CNMR (151 MHz, DMSO-dg) & 163.2,
161.9, 153.8, 146.8, 133.3, 132.6, 131.8, 130.9, 129.1, 128.8, 128.5, 127.6, 126.7, 121.7, 120.6,
108.4. Anal. Calcd (%) for C,,H(N,4O4: C: 66.00; H: 4.03; N: 15.98. Found: C: 66.03; H: 4.02;
N: 15.98.

(E)-4-(4-((2-(4-hydroxybenzoyl)hydrazono)methyl)phenoxy)-3-phenyl-1,2,5-oxadiazole
2-oxide (4b). Off-white solid; yield 90%; mp: 223-225°C. "H NMR (600 MHz, DMSO-d;) 8:
11.73 (s, 1H), 10.16 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 8.08 (d, ] = 7.4 Hz, 2H), 7.84 (d, ] = 7.5 Hz, 2H), 7.81
(d, J =8.5 Hz, 2H), 7.66-7.57 (m, 5H), 6.87 (d, ] = 8.5 Hz, 2H). "*C NMR (151 MHz, DMSO-d;)
8:163.0, 162.2,161.0, 153.9, 145.8, 133.0, 131.2, 130.0, 129.4, 128.9, 127.0, 124.0, 121.9, 120.8,
115.3, 108.6. Anal. Calcd (%) for C2,H N4 Os: C: 63.46; H: 3.87; N: 19.21. Found: C: 63.46; H:
3.87;N:19.23.

(E)-4-(4-((2-(4-aminobenzoyl)hydrazono)methyl)phenoxy)-3-phenyl-1,2,5-oxadiazole
2-oxide (4c). Off-white solid; yield 93%; mp: 219-222°C. "H NMR (600 MHz, DMSO-d;) &:
11.53 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 8.08 (d, ] = 7.3 Hz, 2H), 7.82 (d, ] = 8.0 Hz, 2H), 7.67 (d, ] = 8.4 Hz,
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2H), 7.65-7.57 (m, 5H), 6.59 (d, ] = 8.5 Hz, 2H), 5.81 (s, ] = 8.4 Hz, 2H). '>*C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 8: 161.9, 153.4, 152,4, 144.6, 133,0, 131.7, 130.9, 129.4, 129.1, 128.4, 126.7, 121.7,
120.5, 119.3, 112.6, 108.4. Anal. Calcd (%) for C5,H,,N5O,: C: 63.61; H: 4.13; N: 15.41. Found:
C: 63.60; H: 4.13; N: 1541.

(E)-4-(4-((2-(4-nitrobenzoyl)hydrazono)methyl)phenoxy)-3-phenyl-1,2,5-oxadiazole 2-oxide
(4d). Off-white solid; yield 82%; mp: 226-228°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 8: 12.23
(s, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.39 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 8.16 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 8.08 (d, J = 7.3 Hz, 2H),
7.90 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 7.66-7.59 (m, 5H). *C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 8: 161.8., 154.0,
149.3, 147.7,139.0, 132.3, 130.9, 129.2, 129.1, 129.0, 126.7, 123.7, 121.7, 120.6, 108.4. Anal.
Caled (%) for C»,H5N504: C: 59.33; H: 3.39; N: 21.55. Found: C: 59.35; H: 3.41; N: 21.55.

(E)-4-(4-((2-(4-(tert-butyl)benzoyl)hydrazono)methyl)phenoxy)-3-phenyl-1,2,5-oxadiazole
2-oxide (4e). Off-white solid; yield 95%; mp: 223-227°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-d;) &:
11.87 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.09 (d, ] = 7.5 Hz, 2H), 7.86 (d, ] = 8.0 Hz, 4H), 7.65-7.59 (m, 5H),
7.55 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 1.32 (s, 9H). "*C NMR (151 MHz, DMSO-dy) &: 163.2, 162.0, 154.8,
153.8, 146.4,132.8,131.1, 130.7, 129.3, 128.9, 127.7, 126.8, 126.8, 125.4, 121.8, 120.7, 108.5, 31.1.
Anal. Caled (%) for CyH24N4Oy4: C: 68.41; H: 5.30; N: 14.02. Found: C: 68.40; H: 5.32; N: 14.04.

(E)-4-(4-((2-carbamoylhydrazono)methyl)phenoxy)-3-phenyl-1,2,5-oxadiazole 2-oxide (4f).
Off-white solid; yield 96%; mp: 196-198°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) &: 11.51 (s, 1H),
826 (s, 1H), 8.11-8.05 (m, 4H), 7.95 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 7.65-7.59 (m, 3H), 7.56 (d, ] = 8.7 Hz,
2H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-dg) &: 161.9., 153.6, 140.9, 132.5, 130.9, 129.1, 129.0, 126.7,
121.7, 120.4, 108.4. Anal. Calcd (%) for Cy6H3N504: C: 56.64; H: 3.86; N: 18.86. Found: C:
56.64; H: 3.89; N: 18.86.

(E)-4-(4-((2-carbamothioylhydrazono)methyl)phenoxy)-3-phenyl-1,2,5-oxadiazole 2-oxide
(4g). Off-white solid; yield 89%; mp: 193-195°C. "H NMR (600 MHz, DMSO-d;) 8: 10.33 (s,
1H), 8.08 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.86 (d, ] = 8.6 Hz, 3H), 7.65-7.58 (m, 3H), 7.53 (d, ] = 8.6 Hz,
2H), 6.56 (s, 2H). >*C NMR (151 MHz, DMSO-dj) 8: 162.0, 156.7, 152.9, 137.8, 133.1, 130.9,
129.1,128.1, 1267, 121.7, 120.3, 108.3. Anal. Calcd (%) for C,¢H,3N5058: C: 54.08; H: 3.69;
N: 13.51. Found: C: 54.11; H: 3.71; N: 13.51.

(E)-4-((4-((2-benzoylhydrazono)methyl)phenoxy)methyl)-3-carbamoyl-1,2,5-oxadiazole
2-oxide (4h). Off-white solid; yield 93%; mp: 221-225°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 8:
1177 (s, 1H), 8.46 (d, ] = 59.2 Hz, 2H), 7.91 (d, ] = 6.4 Hz, 2H), 7.85 (s, IH), 7.70 (d, ] = 7.4 Hz,
2H),7.59 (d,J = 6.1 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 7.15 (d, ] = 7.4 Hz, 2H), 5.48 (s, 2H). 1*C
NMR (151 MHz, DMSO-dg) 6: 163.0, 159.1, 155.7, 155.1, 147.4, 133.5, 131.7, 128.7, 128.5,
127.6,115.2, 110.5, 61.2. Anal. Calcd (%) for C,sH,sNsOx: C: 56.69; H: 3.96; N': 20.98. Found:
C: 56.70; H: 3.98; N: 20.99.

(E)-3-carbamoyl-4-((4-((2-(4-hydroxybenzoyl)hydrazono)methyl )phenoxy)methyl)-
1,2,5-oxadiazole 2-oxide (4i). Off-white solid; yield 90%; mp: 201-203°C. '"H NMR (600 MHz,
DMSO-d,) 8: 11.56 (s, 1H), 10.13 (s, 1H), 8.44 (d, ] = 76.8 Hz, 2H), 7.85 (s, 1H), 7.79 (d,
J=8.1 Hz, 2H), 7.68 (d, ] = 7.1 Hz, 2H), 7.13 (d, ] = 7.8 Hz, 2H), 6.85 (d, ] = 7.8 Hz, 2H), 6.77
(d,J = 8.1 Hz, 1H), 5.47 (s, 2H). *C NMR (151 MHz, DMSO-dj) 8: 162.6, 160.6, 160.0, 158.9,
146.5, 129.6, 128.8, 128.5, 128.1, 124.0, 115.2, 115.0, 110.5, 61.2. Anal. Calcd (%) for
C1gH5N50¢: C: 54.41; H: 3.81; N: 24.16. Found: C: 54.39; H: 3.81; N: 24.16.

(E)-4-((4-((2-(4-aminobenzoyl)hydrazono)methyl)phenoxy)methyl)-3-carbamoyl-1,2,5-0xa-
diazole 2-oxide (4j). Off-white solid; yield 91%; mp: 209-214°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-
dg) 8: 11.36 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.65 (d, ] = 7.8 Hz, 4H), 7.13 (d,
J=8.4 Hz, 2H), 6.58 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 5.77 (s, 2H), 5.47 (s, 2H). *C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 8:162.8, 158.7, 155.7, 155.2, 152.2, 145.6, 129.3, 128.4, 128.3,119.6, 115.1, 112.6,
110.5, 61.2. Anal. Calcd (%) for C,gH(N¢Os: C: 54.55; H: 4.07; N: 20.18. Found: C: 54.56; H:
4.06; N: 20.19.
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(E)-3-carbamoyl-4-((4-((2-(4-nitrobenzoyl)hydrazono)methyl)phenoxy)methyl)-1,2,5-0xa-
diazole 2-oxide (41). Off-white solid; yield 84%; mp: 229-233°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-
dg) 8:12.07 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.43 (s, LH), 8.38 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
7.85 (s, 1H), 7.72 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 7.16 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 5.49 (s, 2H). >*C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 6:161.3, 159.3, 155.7, 148.6, 139.2, 131.8, 129.1, 128.9, 128.4, 123.7, 123.6, 115.2,
110.5, 61.2. Anal. Calcd (%) for C;sH142NO7: C: 50.71; H: 3.31; N: 26.27. Found: C: 50.73; H:
3.31; N: 26.28.

(E)-4-((4-((2-(4-(tert-butyl)benzoyl)hydrazono)methyl)phenoxy)methyl)-3-carbamoyl-
1,2,5-oxadiazole 2-oxide (4m). Off-white solid; yield 89%; mp: 189-192°C. 'H NMR (600
MHz, DMSO-dg) 8: 11.70 (s, 1H), 8.51 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 7.84 (d, ] = 8.2 Hz, 3H), 7.69 (d,

J = 8.0 Hz, 2H), 7.54 (d, ] = 7.8 Hz, 2H), 7.14 (d, ] = 8.0 Hz, 2H), 548 (s, 2H), 1.31 (s, 9H).

13C NMR (151 MHz, DMSO-dy) &: 162.9, 159.0, 155.7, 155.1, 154.5, 147.1, 130.7, 128.7, 127.9,
127.4,125.3,115.2, 110.5, 61.2, 34.7, 30.9. Anal. Calcd (%) for Co,H,3N505: C: 60.40; H: 5.30;
N: 18.29. Found: C: 60.40; H: 5.33; N: 18.31.

(E)-3-carbamoyl-4-((4-((2-carbamoylhydrazono)methyl)phenoxy)methyl)-1,2,5-oxadiazole
2-oxide (4n). Off-white solid; yield 96%; mp: 228-230°C. "H NMR (600 MHz, DMSO-dy) &:
11.36 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.98 (d, ] = 24.2 Hz, 2H), 7.85 (s, 1H), 7.76 (d, ] = 8.3
Hz, 2H), 7.07 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 5.46 (s, 2H). ">C NMR (151 MHz, DMSO-de) 8: 158.9, 155.7,
155.1, 141.9, 131.8, 128.9, 127.8, 115.0, 110.5, 61.2. Anal. Calcd (%) for C»H;2NgOs: C: 45.00;
H: 3.78; N: 24.98. Found: C: 45.03; H: 3.80; N: 24.99.

(E)-4-((4-((2-carbamothioylhydrazono)methyl)phenoxy)methyl)-3-carbamoyl-1,2,5-oxadia-
zole 2-oxide (40). Off-white solid; yield 90%; mp: 232-234°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO-d,)
5:10.15 (s, 1H), 8.50 (s, 1H), 7.82 (d, = 37.5 Hz, 2H), 7.67 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.05 (d, ] = 8.4
Hz, 2H), 645 (s, 2H), 5.4 (s, 2H). ’C NMR (151 MHz, DMSO-d,) &: 158.2, 156.8, 155.7,
155.2, 138.8, 128.4, 128.0, 114.9, 110.5, 61.2. Anal. Calcd (%) for C;,H,N0,S: C: 42.85; H:
3.60; N: 19.03. Found: C: 42.86; H: 3.63; N: 19.04.

General procedures for the synthesis of compounds (14a-g). The compounds 14b and
14e were prepared according to the methodology previously described [21]. The compounds
14a, 14c, 14d, 14f, and 14g were prepared according to the following general procedure: 1.61
mmol of 4-hydroxybenzaldehyde (13) was treated with previously selected hydrazides (5a-e;
6a-b) (1.61 mmol) in 20 mL of ethanol, catalyzed by acetic acid (0.2 mL). The reactions were
stirred at room temperature up to 24h and monitored by TLC until the reactive consumption.
After, the solvent was partially removed under reduced pressure, followed by the addition of
iced water (~ 15 mL) to precipitate the final N-acylhydrazones (14a, 14c, 14d, 14f, and 14g).
The precipitate was collected by filtration and washed with cold water to provide the com-
pounds with yields ranging from 34-81.4%. When necessary, further purification was per-
formed using column chromatography (flash silica, eluent: 50% ethyl acetate; 50% hexane).

(E)-2-(4-hydroxybenzylidene)hydrazine-1-carboxamide (14a). Off-white solid; yield 34%;
mp: 224-226°C. IR max (cm’; KBr pellets): 3474 (O-H), 3258 (N-H), 1697 (C = O amide),
1604 (NH,), 1580 (C = N imine), 1508 and 1451 (C = C), 1255 (C-0), 1169 (C-N). "H NMR
(600 MHz, DMSO-dg) 8: 10.02 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.52 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 6.76
(d, ] = 8.6 Hz, 2H), 6.37 (s, 2H). ">*C NMR (151 MHz, DMSO-dg) 8: 158.4, 156.9, 139.6, 128.1,
125.8, 115.4. Anal. Calcd (%) for CgHoN3O,: C: 53.63; H: 5.06; N: 23.45. Found: C: 53.65; H:
5.08; N: 23.45.

(E)-2-(4-hydroxybenzylidene)hydrazine-1-carbothioamide (14b). Off-white solid; yield 65%;
mp: 227-229°C. IR max (cm’; KBr pellets): 3522 (O-H), 3198 (N-H), 1613 (C = O amide),
1587 (NH,), 1549 (C = N imine), 1509 and 1451 (C = C), 1383 and 1281 (C = S), 1269 (C-O),
1165 (C-N). 'H NMR (600 MHz, DMSO-dj) &: 11.25 (s, 1H), 9.87 (s, 1H), 8.06-7.83 (m, 2H),
7.95 (s, 1H), 7.61 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.77 (d, J = 8.7 Hz, 2H). "CNMR (151 MHz, DMSO-dj)
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8:177.4,159.2, 142.6, 129.0, 125.1, 115.5. Anal. Calcd (%) for CsHoN;OS: C: 49.22; H: 4.65; N:
21.52. Found: C: 49.21; H: 4.65; N: 21.52.

(E)-N’-(4-hydroxybenzylidene)benzohydrazide (14c). Off-white solid; yield 81%; mp:
244-245°C. IR max (cm™'; KBr pellets): 3194 (O-H), 3065 (N-H), 1608 (C = O amide), 1580
(C = N imine), 1564 and 1520 (C =C). '"HNMR (600 MHz, DMSO-dg) 6: 11.65 (s, 1H), 9.94
(s, 1H), 835 (s, 1H), 7.90 (d, ] = 7.2 Hz, 2H), 7.60-7.55 (m, 3H), 7.52 (d, ] = 7.8 Hz, 2H), 6.84
(d, ] = 8.6 Hz, 2H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-dq) 8: 162.8, 159.4, 148.1, 133.6, 131.5, 128.8,
128.4,127.5,125.3, 115.7. Anal. Calcd (%) for C;4H,N-05: C: 69.99; H: 5.03; N: 11.66. Found:
C: 69.97; H: 5.02; N: 11.66.

(E)-4-hydroxy-N"-(4-hydroxybenzylidene)benzohydrazide (14d). Off-white solid; yield
34%; mp: 224-226°C. IR max (cm™’; KBr pellets): 3522 (O-H), 3248 (N-H), 1632 (C = O amide),
1604 (C = N imine), 1508 and 1451 (C = C), 1290 (C-O). "H NMR (600 MHz, DMSO-d;) &:
11.44 (s, 1H), 10.10 (s, 1H), 9.91 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.78 (d, ] = 8.6 Hz, 2H), 7.54 (d, ] = 8.2 Hz,
2H), 6.85 (d, ] = 5.2 Hz, 2H), 6.82 (d, ] = 5.1 Hz, 2H). *C NMR (151 MHz, DMSO-d;) 8: 162.6,
160.6, 159.3, 147.2, 129.6, 128.8, 125.5, 124.1, 115.7, 115.0. Anal. Calcd (%) for C,,H,,N,05: C:
65.62; H: 4.72; N: 10.93. Found: C: 65.62; H: 4.74; N: 10.94.

(E)-4-amino-N'-(4-hydroxybenzylidene)benzohydrazide (14e). Off-yellow solid; yield 65%;
mp: 275-276°C. IR max (cm ™', KBr pellets): 3522 (O-H), 3248 (N-H), 1632 (C = O amide),
1604 (C = N imine), 1508 and 1451 (C = C). 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 8: 11.25 (s, 1H),
9.86 (s, 1H), 8.29 (s, 1H), 7.65 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.51 (d, ] = 8.3 Hz, 2H), 6.82 (d, ] = 8.6 Hz,
2H), 6.58 (d, ] = 8.7 Hz, 2H), 2.19 (s, 2H). '*C NMR (151 MHz, DMSO-d,) 8: 162.8, 159.0,
152.1, 146.3, 129.2, 128.5, 125.7, 119.7, 115.6, 112.5. Anal. Calcd (%) for C,4H3N;0,: C: 65.87;
H:5.13; N: 16.46. Found: C: 65.87; H: 5.15; N: 16.46.

(E)-N’-(4-hydroxybenzylidene)-4-nitrobenzohydrazide (14f). Off-yellow solid; yield 75%;
mp: 266-268°C. IR max (cm™'; KBr pellets): 3331 (O-H), 3191 (N-H), 1665 (C = O amide),
1594 (C = N imine), 1549 and 1440 (C = C), 1514 and 1340 (NO,) 1267 (C-O). 'HNMR (600
MHz, DMSO-d;) &: 11.94 (s, 1H), 9.99 (s, LH), 837 (s, LH), 8.36 (d, J = 2.5 Hz, 2H), 8.14
(d,J = 8.5 Hz, 2H), 7.59 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H). *C NMR (151 MHz,
DMSO-dg) 8: 161.1, 159.7, 149.2, 149.1, 139.3, 129.1, 125.0, 123.6, 115.7. Anal. Calcd (%) for
C14H1N;304: C: 58.95; H: 3.89; N: 14.73. Found: C: 58.95; H: 3.89; N: 14.74.

(E)-4-(tert-butyl)-N'-(4-hydroxybenzylidene)benzohydrazide (14g). Off-white solid; yield
34%; mp: 224-226°C. IR max (cm™'; KBr pellets): 3522 (O-H), 3248 (N-H), 2961 (C-H, sp3),
1606 (C = O amide), 1577 (C = N imine), 1554 and 1511 (C = C), 1366 and 1305 (CH3), 1278
(C-0), 1165 (C-N) "H NMR (600 MHz, DMSO-d,) &: 11.59 (s, 1H), 9.95 (s, 1H), 8.33 (s, L H),
7.83 (d,J = 8.3 Hz, 2H), 7.56 (d, ] = 8.4 Hz, 2H), 7.53 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.84 (d, ] = 8.4 Hz,
2H), 1.31 (s, 9H). >*C NMR (151 MHz, DMSO-d,) 8: 162.8, 159.4, 154.5, 147.8, 130.9, 128.8,
127.4,125.4,125.2,115.7, 34.7, 30.9. Anal. Caled (%) for C,sH,0N,0,: C: 72.95; H: 6.80; N:
9.45. Found: C: 72.97; H: 6.83; N: 9.45.

Quantification of nitrite by the Griess reaction

The levels of nitrite resulting from the oxidation of NO in the aqueous medium were quanti-
fied through the Griess reaction after incubation with an excess of L-cysteine (1:50) according
to previously published methods [23, 27, 28]. The experiments were performed in triplicate
and repeated three times on different days. No production of nitrite was observed in the
absence of L-cysteine. The results were expressed as a percentage of nitrite (% NO, ; mol/
mol). Statistical analysis was carried out using ANOVA followed by Tukey’s Multiple Compar-
ison Test at a significance level of p < 0.05.
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Cloning and expression of CPB in the yeast Pichia pastoris

Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen) was used as a host for gene cloning experiments, whilst
the yeast Pichia pastoris X-33 (Invitrogen), for the expression of CPB2.8 (CPB). The ORF that
codes for the Leishmania mexicana CPB, lacking the C terminal extension (CPB2.8ACTE)
[29], was PCR amplified using the Taq polymerase HiFi (Cellco Biotecnologia, Sao Carlos, SP)
and the pair of primers (5 " -AAAGAATTCGCCTGCGCACCTGCGCG-3 ) forward and (5

" -BARGTCGACCCGCACATGCGCGGACACGG-3 ") reverse, which contains the restriction
sites EcoRI and Sall, respectively. The PCR product was purified from 1% agarose gel and
cloned into pGEM-T easy vector (Promega), following the manufacturer’s instructions and
used to transform TOP10 Escherichia coli (Invitrogen). After identification and production of
the recombinant plasmid, it was double digested with EcoRI and Sall, the band of ~1 kbp was
isolated from 1% agarose gel and ligated to the EcoRI/Sall digested pPICZaA vector (Invitro-
gen) to produce a recombinant protein bearing a C-terminal histidine tag. The obtained
recombinant vector was confirmed by sequencing using the primers forward « factor (TAC
TATTGCCAGCATTGCTGC) and reverse 3’A0X1 (GCARATGGCATTCTGACATCC) and here-
after, linearized with Pmel for the transformation of P. pastoris X-33 (Invitrogen) by electropo-
ration in a Gene-Pulser (Bio-Rad, US) at Gene Pulse X-Cell (Bio Rad), 1,5 KV, 25 puF e 200 Q,
as described [30]. The cells were plated onto YPDS-agar medium (1% yeast extract, 2% pep-
tone, 2% dextrose, 1 M sorbitol, 2% agar) containing 100, 250 and 500 pg.mL"" of Zeocin™, and
incubated at 30° C for 3-5 days for selection of zeocin resistant colonies, which were analyzed
by PCR to confirm the presence of the EcoRI/Sall fragment into the yeast genomic DNA.
Twenty-four transformants were screened for recombinant protease production after metha-
nol induction in 24-well plates (Whatman) as previously described [31] with modifications in
the cultivation and induction [30], and the protease production monitored in 15% (w/v)
SDS-PAGE [32]. The clone that better produced rCPB2.8ACTE, observed by SDS-PAGE, was
induced again in 100 mL of medium, for 96 h for purification. The recombinant enzyme was
purified by immobilized metal affinity chromatography (IMAC) using Ni-NTA agarose resin
Superflow (Qiagen™) and eluted using a buffer containing different concentrations of imidaz-
ole (25 mM to 250 mM) 10 mM Tris, 50 mM Na,HPO, monohydrate, and 100 mM CaCl,.
After elution, dialysis of the fractions containing the recombinant protein was carried outin
SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K MWCO (Thermo Scientific) against 100 mM sodium acetate
buffer pH 5.0 (2L), 2X, and the protein quantified using the Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific).

Enzymatic assays

The concentration of the active recombinant CPB expressed in Pichia pastoris supernatant was
determined by active site titration with N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucine 4-guanidinobutyla-
mide E-64 (CalBiochem) [33] that was found 1 uM. The active enzyme represented about 80%
of the total recombinant enzyme.

Compounds were dissolved in DMSO to a final concentration of 20 uM. The assays were
performed in dark 96 well-plates, containing 200 uL of 100 mM sodium acetate buffer (pH 5.5),
200 mM NaCl, 0.01% Triton-X100, 2 nM enzyme, various concentrations of inhibitor, and
5 uM of the substrate Z-FR-AMC (Calbiochem). The final concentration of DMSO was 1% (v/
v). The enzyme was pre-incubated at 30°C for 2 minutes before the inhibitor was added, waited
2 minutes and after this incubation, the reaction was started by the addition of the substrate,
Z-FR-AMC. The fluorescence was monitored at 380 nm excitation and 460 nm emission filters
for 2 minutes at 30°C in an Infinite 200 PRO microplate reader (Tecan, Ménnedorf, Switzer-
land). The residual activity was measured by the ratio between enzyme + substrate and enzyme
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+ inhibitor + substrate. All compounds were evaluated at 20 uM, and the compounds able to
inhibit the enzyme at 20 uM (inhibition < 20 uM) were selected and tested again at 10 uM,
5uM, 2.5 uM, 1.25 uM, 0.62 uM, and 0.3 pM to determine IC5, values [16]. Results were
expressed in mean * standard deviation of two independent replicates using Bioestat Software.

Biological assays

Parasites and cells. Promastigotes of L. infantum strains MHOM/BR/1972/LD and
MHOM/MA/67/ITMAP-263 were maintained at 27°C in Schneider’s medium (Sigma) sup-
plemented with 100 mL of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), streptomycin, and peni-
cillin (100 mg mL™; 100 uM mL™") (LGC Biotecnologia) and 10% of sterile masculine human
urine, in 25 cm? culture bottles (TPP). Peritoneal macrophages were obtained as previously
described [34]. Briefly, cells were collected from the peritoneal cavity of six to eight weeks old
male Swiss mice, previously stimulated with thioglycolate 3%. For this, PBS (pH 7.4) was
injected into the peritoneal cavity, followed by a slight massage, and the content was collected
using a syringe (5 mL). These cells were cultivated in RPMI 1640 medium supplemented with
10% heat-inactivated FBS, 25 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 1% penicillin/streptomycin
and incubated at 37°C in a 5% CO,-air mixture in 96 well-plates or 24 well-plates.

Evaluation of cytotoxicity on peritoneal macrophages. In summary, cells (5 x 10° cells
mL™") were incubated in RPMI 1640 medium, containing decreasing concentrations of com-
pounds (500 to 7.8 uM), at a final volume of 100 pL per well, for 24 h at 37°C in a 5% CO,-air.
Their viability was measured by the MTT colorimetric assay according to Velasquez et al.
(2016) [34] with some modifications. Briefly, after the incubation above described, the super-
natant was removed and it was added 100 uL of ethanol and 100 pL of PBS: isopropanol (v/v).
The absorbance was read on a spectrophotometer at 570 nm. The cytotoxic concentration of
compounds that resulted in 50% of cell growth inhibition (CCs,) was determined using non-
linear regression on Bioestat™ software. The assays were performed in experimental triplicate
and two independent replicates. Results expressed in mean + standard deviation.

Anti-amastigote activity. The antileishmanial activity against L. infantum intracellular
amastigotes, according to the following methodology [34]. Murine peritoneal macrophages in
RPMI 1640 were seeded at a density of 5x 10° cells mL ™" (500 uL final volume) containing cov-
erslips of 13 mm diameter arranged in a 24-well plate. After 6 h of incubation at 37°C and 5%
CO,-air mixture for macrophage adhesion, promastigote forms of L. infantum at the station-
ary growth phase (6-7 days) were added to the wells in a ratio of 10:1 (promastigotes: macro-
phages) and incubated for another 18 h to allow parasites internalization. After incubation, the
medium was replaced, non-internalized parasites were removed by PBS washing and added a
new medium containing 10 uM to 0.25 uM of compounds and plates were incubated for 24 h
at 37°C and 5% CO,-air mixture. Were used infected macrophages as negative control and
ampbhotericin B as the positive control.

After incubation, cells were fixed with methanol and Giemsa stained. The effective concen-
tration to 50% amastigotes death (EC) was obtained by counting 100 macrophages in dupli-
cate, in two independent experiments. The values were obtained by non-linear regression on
Bioestat ™ software, and results were expressed in mean + standard deviation. Additionally,
was determined the Selective Index (SI = CCsomacrophages/ECsolcishmania) indicating how many
times the sample is more selective to parasites.

In vivo analysis. To evaluate the in vivo antileishmanial efficacy of compound 4f, male
BALB/c mice, 20 * 4 g, 6 weeks-old (CEMIB-UNICAMP) were intraperitoneally inoculated
with 100 L (1x10® parasites) of infective promastigotes of L. infantum (MHOM/MA/67/
ITMAP-263) at the stationary phase. After nine days post-infection, the animals were
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treated by oral gavage (100 pL per dose) twice daily for 5 days with a 12h interval between
doses according to the dosages described below, and euthanized [35, 36]. The adopted
doses, obtained through extrapolation based on EC5, and mice blood volume/ body weight
[37]; supplementary material were: (0.28 mg/kg/day, 0.85 mg/kg/ day); 2.56 mg/kg/ day; 7.7
mg/Kg/ day, the same used for the reference drug, miltefosine (Cayman chemical) previ-
ously reported (7.7 mg/kg/day) [38]. Work solutions were daily prepared in PBS. Negative
controls correspond to infected and non-treated mice. As a positive control, a group of
mice received 7.7 mg/kg/day of miltefosine, and a group of uninfected and untreated mice
(healthy animals) was used for the analysis. The compound and miltefosine were orally
administered twice a day for five days. After treatment, the animals were euthanized and the
treatment efficacy was assessed by measuring the parasite burden of the infected animals
using the LDU index [38, 39].

LDU index. After the euthanasia, mice’s liver and spleen were collected for parasite quanti-
fication. Tissues impression onto microscopy slides were made, followed by Giemsa-staining
and examining under optical microscopy. The corresponding number of amastigotes per
1,000 nucleated cells/organ weight was expressed as LDU index according to Stauber (1958),
Sousa-Batista (2018), and Kwofie (2019) [38-40].

Toxicity for mice assays. The blood was collected in heparinized tubes and immediately cen-
trifuged at 700xg for 10 min at 25°C to obtain plasma. Plasma levels of aspartate (AST), and
alanine (ALT) transferases, alkaline phosphatase (ALP), creatinine, urea, and total bilirubin
were determined at the end of treatment using commercial kits (Labtest Diagnostica S.A., Bra-
zil). The assays were performed according to Velasquez et al. (2017) [37] and the data are
expressed as average + SEM. The statistical differences between groups were evaluated using a
one-way analysis of variance, followed by the Student-Newman-Keuls multiple comparison
test using GraphPad Prism software. Differences were considered significant when P values
were 0.05.

Ethics statement. All experiments involving animals were approved by the Ethics Com-
mittee for Animal Experimentation of School of Pharmaceutical Sciences, Sao Paulo State Uni-
versity (CEUA-FCF-UNESP), under the number (CEUA/FCF/CAr:17/2020), in agreement
with the guidelines of the Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio (SBCAL)
and the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA). Euthanasia
was performed using xylazine/ketamine anesthesia, followed by cervical dislocation. All neces-
sary efforts were taken in order to minimize animals discomfort and pain.

Computational methods

In silico prediction of ADME properties. Determination of the potential of oral absorp-
tion, drug-likeness, and water solubility of the furoxan derivatives was performed using the
Swiss ADME software [41].

Molecular docking. All in silico studies were performed on the Maestro molecular model-
ing environment. The 3D structures were generated applying the LigPrep procedure. It was
used Epik [42] to generate the protonation state in pH 5.5 + 1.0 (the same used on CPB enzy-
matic assays) and OPLS03 as a field force. The coordinate for the target (PDB ID: 6P4E), reso-
lution: 1.35 A [43] was retrieved from Protein Data Bank. The .pdb structure was prepared
using ProteinPreparationWizard. The hydrogens were removed and reincluded. The missing
residues were corrected. All residues were optimized based on pH 5.5 + 1.0. The minimization
steps run until the converge threshold RMSD equals 0.15 A. The grid generation was prepared
with volume appropriated to cover all investigational sites. The catalytic amino acids CYS26
and HIS164 were considered as deprotonated and protonated, respectively. Before grid
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generation, it was performed as default Protein Preparation Wizard. It generated a grid box of
15 A centered on catalytic cysteine. All docking calculations were performed using Glide on
Extra-precision mode (XP) [44]. For all docking simulations were generated 20 poses and post-
docking minimization. Other parameters were kept as default.

Results
Chemistry

The phenyl-furoxan (3) was obtained in two steps, with an overall yield of 84% (Scheme 1).
First, the styrene (1) was treated with sodium nitrite and acetic acid at room temperature in
the medium containing dichloromethane as solvent to obtain the furoxan derivative (2) at
87%, as previously described [23]. Then, compound (2) was treated with 4-hydroxybenzalde-
hyde and 1,8-diazabicyclo [5.4.0] undec7-ene (DBU) in a dichloromethane medium to provide
compound (3) ata yield of 90% [21]. The amide-furoxan derivative (9) and benzofuroxan
derivative (12) were obtained according to the previously described procedures [24, 25].
Finally, the last step involved the coupling reaction of the aldehyde group in phenyl-furoxan
(2), amide-furoxan (9), or benzofuroxan (12) within the appropriate hydrazides (5a-e; 6a-b) in
medium containing ethanol and acetic acid at yields ranging from 82 to 96%, providing the N-
oxide compounds (4a-x) (Schemes 1 and 2).

In order to evaluate the contribution of N-oxide subunit, the N-acylhydrazone analogs
(14a-g) were prepared through condensation reaction involving 4-hydroxybenzaldehyde and
distinct hydrazides (5a-e; 6a-b) in a medium containing ethanol and acetic acid with yields
ranging from 82 to 96% (Scheme 2). The structure and the purity (>98.5%) of all final com-
pounds were determined, as well as their "H NMR spectra (S1 Appendix), which revealed a
single signal corresponding to ylidenic hydrogen of the E-diastereomers.

Lo}
|
p m fj/k ®
= = o
Lo % T (. Sa-e 5
&= eles YCW e o WSO
) - -0
(0] 2) @

R n(4-) on (w) NH;
X (d€), NO; (4d), tert-butyl (de)
)LN,NHZ

HN

H ;’)
X =0 (6a), S (6b) ﬁ

X=0(4), S (4g)

o
NH. Ni
o 4 o< 0°
ik Y HHy J\ sa =N@
HO 4 e N O

NONC”aB'/\I/((\1 I\)/{( \of/kN
-

7
] ®) ) (an-m)
j\ R: H (4h), OH (41), NH, (4]),
-NH; NO; (41), tert-buty! (4
e il s 2 (41), tertoutyl (4m)
O o8
X o€
X=0(6a), S (6b) =NG
HZNJ( N & 6\»,
HN \\_@-‘D N
= X =0 (4n), S (40)
) NaNO, acetic acid, HCI, rL, 12h; b) 4 DBU, rt, 12h; ¢) respective hydrazide, ethanol,
acetic acid (cat), rt, 12h; d) thionyl bromide, DMF, r.t., 30 min; e) 4-hy , DBU, di e, 1h.

Scheme 1. Synthesis of the furoxan derivatives (4a-0).
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008.9002
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Scheme 2. Synthesis of benzofuroxan (4p-x) and N-acyl-hyd (14a-g) derivatives.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008.9003

Nitrite measurement

The ability of all synthesized compounds (4a-x) and (14a-g) to release NO was evaluated by
indirect determination of NO, ™~ production. The compounds at 10~* M were incubated for 1 h
at 37°C in the presence of L-cysteine (1:50) and the produced NO, ™ was determined through
Griess reaction (Table 1) [23].

The furoxan derivative (Lapdesfl4e), which contains a phenylsulfonyl moiety attached to
C-3 was more prone to release NO (26%) [21], whilst those containing phenyl (4a-g) (9%), or
amide (4h-0) (12%) groups at the same position exhibited a similar pattern of nitrite formation
when compared to DNS, used as reference NO donor (10.5%). On the other hand, both benzo-
furoxan (4p-x) and N-acylhydrazones (14a-g) were not able to release NO.

Recombinant expression of CPB

The recombinant cysteine protease CPB was, for the first time, successfully expressed in P. pas-
toris, circumventing the problem of solubility and yield when expressed in Escherichia coli
[29]. The CPB coding sequence was PCR amplified from Leishmania mexicana genomic DNA,
excluding the C-terminal extension region, which is not necessary for its activity against Try-
panosomatids, as previously described [45, 46] and later confirmed by Sanderson and col-
leagues [29]. After sequence confirmation (S1 Fig), the plasmid containing the CPB coding
region, named pPIC-CPB2.8ACTE, was used to transform the P. pastoris X-33 strain. Among
the positive clones, the pPIC-CPB2.8#25 was selected for production of CPB in medium con-
taining methanol. The culture supernatants from Oh to 144 h were collected and visualized in
15% SDS-PAGE, stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 to verify the expression levels
(Fig 2A).

Protein production started at 24 h and increased until 144 h after methanol induction. At
24 h and 48 h, it is observed bands above 30 kDa that disappear after 72 hours, probably due to
medium acidification, leading to the loss of the pro-peptide and conversion of the enzyme to
its active form around 26 kDa [29]. Therefore, this clone was chosen for scaling-up production
(100 mL) at 96 h, followed by protein purification.
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Table 1. NO-released data for compounds (4a-x) and (14a-e).
Compounds (10™* M) % NO,” (mol/mol)
5 mM of L-Cys
DNS 10.5+0.9™
Lapdesf14e | 260+ 16"
4 | 9007
4b | 88%06°
4c 9308
4d 8.6 £0.8"
4e 88+0.7"
4f 91+07°
1 | 90206
4h 12;1F12"
4i I 123 +£09°
4j | 127 £ 08
118+ 11"
4m 12513
4n | 120% 14°
40 118+ 12°
4p-4x 0
14a-14g 0
AmpB 0

“DNS: isosorbide dinitrate (DNS possesses two ONO, groups that may release NO). The data are expressed as the
means + standard errors of the means. Significant differences between the experimental and control groups were
evaluated by analysis of variance followed by Tukey’s Multiple Comparison Test.

°p < 0.05vs.ampB.

T p <0.05 vs. DNS.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008.t001

The clone pPICZoA#25 was cultivated for 96 h, and the purification of CPB was performed
according to the EasySelect Pichia Expression kit (Invitrogen) and further analyzed by 15%
SDS-PAGE. The protein was eluted at imidazole 75 mM, presenting a major band around 26
kDa, although low levels of protein were also detected in all concentrations of imidazole (Fig
2B). After quantification, a total of 40 mg L™ of protein was obtained.

The expected size for the fully active form of the protein, approximately 26 kDa (without
the pro-peptide) was observed after dialysis. The additional bands might be the result of auto-
proteolysis leading to the auto-cleavage of the N-terminus, i.e., the proteolysis products that
are fused to the His-tag were purified in the column. Thus, to circumvent the auto-proteolysis
process and to determine the percentage of active enzyme present in the purified sample, an
active site titration was performed using the cysteine protease inhibitor, E-64 (Fig 2C), accord-
ing to Barrett et al. (1981) [33], showing that the percentage of the active enzyme was 80%, cor-
responding to 32 mg L' of purified recombinant and active enzyme.

Antileishmanial activity and inhibition of CPB by N-oxide derivatives

Furoxan (4a-40) and benzofuroxan (4p-4x) antileishmanial activities against L. infantum
intracellular amastigotes as well as their inhibitory effect against CPB were investigated.

The furoxan derivatives (4a-4h, 41 and 4m) and the benzofuroxan (4r), exhibited anti-
amastigote potency (ECs) lower than < 10 uM. These molecules were also able to target the
CPB at different levels ranging from 0.8 to 8.8 uM (Table 2). Moreover, except for 4c and 4r,
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Fig 2. Analysis of CPB expression in P. pastoris. (A) SDS-PAGE showing the supernatants of non- transformed Pichia pastoris X-33, and aliquots from 0 to
144 hours of the transformed clone pPIC-CPB2.8#25 induced with methanol. The arrow indicates the expected size for active (processed) CPB. The arrowhead
indicates the unprocessed protein after 24 and 48 h induction. MW: molecular weight Bench Mark (Invitrogen). (B) Analysis of L. mexicana CPB after
purification and dialysis. Coomassie-stained SDS-PAGE 15% showing in MW: molecular weight Page Ruler (Thermo Scientific); 1, the purified and dialyzed
recombinant CPB. The arrow indicates the recombinant protein (about 26 kDa) and the arrowheads, the products of proteolysis. (C) Active site titration of the
recombinant CPB using the irreversible protease inhibitor E-64. Residual activity % (Relative Fluorescence Units) was measured by the ratio between the
enzyme activity in absence or presence of increasing concentrations of E-64.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008.9004
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the cytotoxicity of the aforementioned compounds was at least 50 times more selective to the
parasite rather than to the macrophages, considering the SI values (Table 2). Interestingly,
although the furoxan (4j - 4n) and benzofuroxan (4q, 4u, 4t) inhibited the recombinant
enzyme, they did not affect the parasite viability.

To provide comprehensive proof of concept regarding the effect of the N-acylhydrazone on
CPB, a series of hydrazone derivatives (14a-14e) was also evaluated. Although none of them
exhibited antileishmanial activity (ECso >10 uM), they were able to inhibit CPB at different
ICs levels, ranging from 1.2 to 11.7 pM.

Molecular docking analyses

Molecular docking was carried out to comprehend the pose of synthesized furoxan (4a-o),
benzofuroxan (4p-x) and hydrazone derivatives (14a-g) into the CPB active site. The docking
results of the N-acylhydrazones series (14a-g) suggested an interaction between the N-H of the
compounds and the CYS26 residue of the catalytic site (Fig 3A). Except for hydrazone 14e,
which contains a bulky group, similar poses were observed for all other N-acylhydrazones. The
contribution of the N-oxide group of the furoxans and benzofuroxans (4a-x) was orientated
on the S1” pocket, performing an interaction between a cation-m and the TRP186 residue (Fig
3B and 3C). Additionally, the imine carbon (C = N) of the N-acylhydrazone moiety (4a-x) has
been positioned near the CYS26 at an average distance of 3.56 A and the N-H of their scaffolds
interacts with ASN163 residue through an H-bond (Fig 3B and 3C).

Superposition of 14a, 4a, and 4e revealed an occupancy of the S2 pocket by the phenyl ring
of the phenylfuroxan derivatives (4a-g) (Fig 3). Besides, a hydrophobic interaction between
the furoxan 4e and the S2 pocket, not observed for the hydrazone 14a, might explain the two-
fold higher inhibitory enzyme activity exhibited by the furoxan. The improvement on the
occupancy by phenylfuroxan derivatives (4a-g) in the CPB can also explain the better inhibi-
tory effect of this series compared with its respective hydrazones (14a-g) (Fig 3).

In silico ADME studies

In an attempt to select the best hit among the most potent and selective compounds (4a-h, 1,
and m), we performed in silico analyses using the SwissADME tool [41] to investigate physico-
chemical properties, pharmacokinetic parameters, and drug-likeness (S1 Table). Amide com-
pounds exhibiting moderate to high solubility, 4a-c and 4f displayed better drug likeness by
complying with Lipinski rule of five and the filters Ghose, Veber, Egan, and Muegge in con-
trast to 4d, 4e, 4g, 4h, 41, and 4m, which violates some of the properties/descriptors. The analy-
sis of potential binding to main cytochrome CYP450, a superfamily of liver isoenzymes
responsible for the metabolization of xenobiotics, suggests a non-promiscuous behavior of
compounds 4f, 4h, and 41 since they show potential to inhibit only one isoenzyme (CYP1A2
or CYP2C19).

Hence, considering that 4f combines both relevant bioactivity properties and the most
favorable ADME parameters, highlighting its potential gastrointestinal absorption potential,
this compound was selected for further in vivo studies to evaluate its potential efficacy and tox-
icity in L. infantum infected mice after oral delivery.

In vivo studies

Parasite load. The compound 4f was investigated concerning its capacity to reduce para-
site load in both liver and spleen of L. infantum-infected Balb/C mice. Therefore, nine days
post-infection, 4f at four different doses (0.28, 0.85, 2.56, and 7.7 mg/kg/day) or the reference
drug miltefosine (7.7 mg/kg/day) were orally administered twice a day for five days. Parasite
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Table 2. Inhibition of CPB, biological activities, and safety by furoxan and benzofuroxan derivatives (uM).

Compound 1Cso ECso CCso SI
Furoxan Lapdesfl4e 3.1+£04 3.1+0.1 2083 +0.2 66.4
4a 1.5+£0.1 1.4+0.1 > 500 357
4b 3.2+03 3.1+0.2 166.0 £ 0.5 54
4c 2.0£0.1 7.2+0.2 122.0 £20.0 17
4d 1.8+ 0.1 39+04 > 500 128
4e 0.8+0.1 0.6 +0.1 > 500 833
4f 45+0.1 3.6+0.1 > 500 139
1 65+ 1.0 | 22403 | > 500 227
4h 8.8+0.2 | 3.1+£0.2 > 500 161
4 5704 | >10 > 500 -
4j 11.1£0.1 | > 10 > 500 -
41 10.8+2.3 | 7.7+21 > 500 65
4m 6.0+0.7 | 64+1.1 > 500 78
4n 13.7+ 1.8 | > 10 > 500 -
40 > 20 | >10 > 500 -
Benzofuroxan 8a’ > 80 | 18.2+0.1 63.2 35
4p >2 | > 10 | > 500 -
49 _w0e20 >10 > 50 :
4r 34+0.1 9.5+0.6 103.2£2.7 11
4s >20 > 10 152.0 £ 18.0 -
4t 42+02 > 10 17.2+0.7 -
4u 11.7+0.5 > 10 265.0 £5.0 -
4v >20 > 10 > 500 -
4x >20 > 10 246.2 £0.2 -
N-acylhydrazone 14a 2001 > 10 > 500 -
14b 1.7+ 1.0 > 10 > 500 -
14¢ 2003 > 10 > 500 -
14d 20£0.1 > 10 > 500 -
14e 1.2+0.1 > 10 > 500 -
14f 4.0+0.1 > 10 > 500 -
14g 7.6+2.1 > 10 > 500 -
Control Amphotericin B - 1.0+0.1 12.1+1.8 12

1C5p—Inhibition of CPB. EC;,—Effective Concentration that kills 50% of L. infantum amastigote forms. CCs,—Cytotoxic Concentration to kill 50% of murine

P

peritoneal macrophages, all compounds were

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008.t002

luated from 7.5 to 500 uM. SI—Selective Index (CCs/ECsg) [20, 21].

load evaluation showed that 4f (0.28 mg/kg/day) was able to reduce the number of amastigotes
in both organs by 67-68% (Fig 4A and 4B), whilst the highest 4f dose (7.7 mg/kg/day) induced
areduction similar to that obtained for the reference drug, i.e., ~90% in both spleen and liver.

In vivo quantification of biomarkers. The plasma levels of AST, ALP, ALT, total biliru-
bin, and creatinine were monitored to investigate liver and renal functions in healthy and L.
infantum-infected mice treated (different doses of 4f or miltefosine) and control. Total biliru-
bin levels in L. infantum-infected mice increased in contrast to the healthy ones (S2 Fig),
whereas no significant alterations were observed for both 4f and miltefosine treatment in com-
parison to the infected animals. Besides, no alterations were observed for any group to creati-
nine (52 Fig). The levels of AST, ALP, ALT, and creatinine were similar in both treated and
healthy groups (S2 Fig).
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Fig 3. Ligand-CPB complex predicted by molecular docking. Possible poses and interactions performed by
compounds 14a (A), 4a (B) and 4e (C) against CPB. Superposition of 4a (beige), 14a (cyan) and 14e (pink). The yellow
surface represents CYS26 and dark blue is HIS164.

https://doi.org/10.1371/journal pone.0259008.9005

Discussion

The current antileishmanial therapy exhibits several drawbacks, including long-term treat-
ment, adverse side effects, low efficacy, and difficult route of administration, making urgent
the need for more effective and safer treatments. Herein, we described the synthesis and antil-
eishmanial properties of new N-oxide derivatives, developed based on the prototype Lap-
desfl4e focusing on a dual effect: CPB inhibition and NO-release [20, 47]. The herein
explored CPB is mainly expressed in amastigotes and has been assigned as a validated target
for Leishmania drug discovery due to its important role in parasite escape from the host
immune system, thus favoring parasite establishment and proliferation [8, 48, 49].

The CPB consists of active sites comprising pockets or subsites known as S1, S2, S3 (along
with the catalytic cysteine to the C-terminal region), and S1” (along with the catalytic cysteine
to the N-terminal region), interacting with the substrates P1, P2, P3 and P1’ [50, 51]. Indeed,
several CPB inhibitors have been described, including both natural products [52-55] and syn-
thetic compounds [12, 16, 56, 57]; however, none of them are N-oxide derivatives. The per-
formed molecular docking analyses suggested that the furoxan N-oxide subunit interacts with
the S1” pocket through a cation-m interaction with the TRP186 residue. Noteworthy, for the
phenyl furoxan derivatives (4a-g), the S2 pocket is occupied by a phenyl ring attached to C-3,
which in association to the hydrophobic nature, might be positively contributing to the
observed levels of enzyme inhibition ranging from 0.8 to 6.5 uM in contrast to the lower inhi-
bition activity (6 to >20puM) related to the amide furoxans (4h-o). Indeed, Fey et al. (2018)
also reported the binding nature of the aziridine-containing phenylpropil ester groups to the
S$2 pocket in association with studies of mechanisms of enzyme inhibition [13]. Furthermore,
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Fig 4. Parasite load evaluation. The LDU index (number of Leishmania amastigotes in 1,000 nucleated cells per organ weight) was determined in the spleen
(A) and liver (B) of L. infantum infected BALB/c mice using. The data are expressed as average + SD. Control: Infected and non-treated animals. MT:
miltefosine. *: Statistically significant difference in all groups compared to the Infected and non-treated animals (p < 0.0001). #: Not statistically significant
(p >0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0259008.9006

the benzofuroxans (4q, 4r, 4t, 4u) also interact with the S1 and S1 ‘pocket, contributing to the
enzyme inhibition at different levels (3.4 to 14 uM).

Hereafter, the enzymatic inhibitory properties of the N-oxide derivatives were assessed
using the recombinant enzyme CPB, which was alternatively expressed in P. pastoris,
overcoming solubility issues commonly associated with the purified enzyme obtained in
bacteria [29].

Although other studies suggested that protease inhibition might be caused by nitrosylation
of cysteine residues of CPB [58-60], the NO-releasers phenyl and amide furoxans (4a-o) deriv-
atives herein evaluated displayed corresponding levels of CPB inhibition (ICs, ranging from
0.8-13 uM) to those N-acylhydrazone derivatives (14b-g) that do not present NO-release
capacity (ICso ranging from 1.2 uM- 7.6 uM). Thus, besides the pharmacodynamics improve-
ments based on Lapdesf14e allied to the inhibition of the targeted protease, we cannot exclude
a contribution of the NO to the antileishmanial activity due to a pleiotropic effect caused by
nitrosylation of other parasite proteins/enzymes rather than the cysteine CPB, which might be
inducing metabolic/ signaling pathway disruption, ultimately contributing to parasite death
[21,47, 61]. Indeed, all the furoxans derivatives, except 4i, 4j, and 4n, presented anti-L. infan-
tum amastigote activity lower than 10 uM.

Although there are several natural and synthetic CPB inhibitors reported [12, 16, 43-48],
none of them have been further preclinical evaluated in visceral leishmaniasis models, except
for compound K11777, which entered the clinical trials for Chagas disease and was later aban-
doned due to safety issues [11]. On the other hand, there are few oral antileishmanial com-
pounds active against visceral leishmaniasis at phase I of clinical studies, and at this moment,
none of them have their mechanisms of action described [62], which turns difficult further
improvements based on medicinal chemical approaches.
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Thus far, infected mice treated with 4f at 7.7mg/kg/day was able to decrease the parasite
load by 90%, consistent with miltefosine in the experimental conditions of this work and
accordance with the hit-to-lead criteria established to the drug discovery field of neglected dis-
eases [63]. Furthermore, even at a dose three times lower (2.56 mg/kg/day), the parasite reduc-
tion was 77% (0.28 mg/kg/day), successfully indicating a robust reduction of the parasite
burden at the target organs in mice, without causing any evident side effect, even at the highest
dose, following the biochemical markers evaluated in this study. Noteworthy such significant
parasite load reduction was achieved in a short-term treatment (five days).

Altogether, these data, in contrast to the long-term (15 days) intraperitoneal administered
Lapdesfl4e, which decreased by 50% the parasite load in L. infantum-infected hamsters [14],
revealed the success of the adopted strategy of hit optimization herein adopted and pinpoints
4f as a new oral antileishmanial compound ready to further advance to the next steps towards
the clinical phase of evaluation.
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Fig 1. *H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-ds) of compound 4a
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Fig 2. 3C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4a
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Fig 3.

H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4b
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Fig 4. °C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4b
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Fig 5. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4c
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Fig 6. °C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4c
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Fig 7. *H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4d
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Fig 9. *H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4e
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Fig 11. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4f
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Fig 12. *C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4f
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Fig 13. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4g
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Fig 15. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4h
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Fig 17. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4i
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Fig 18. 1*C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4i
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Fig 19. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4j
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Fig 21. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4l
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Fig 22. *C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4l

7500
7000
6500

6000

39.52 Dimethy| Sulfoxide-dé

@ T
¢mm
= @
o N
=
I/

—155.76
~—148.60
—139.24
—110.54
61.27

~5500
~5000
4500
4000
3500
3000
~2500
2000
~1500

1000

| I .

160 150 140 130 120 110 100 a0




Fig 23. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4m
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Fig 24. *C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4m
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Fig 25. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 4n
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Fig 26. 1*C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 4n
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Fig 27. *H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 40
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Fig 28. 3C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 40
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Fig 29. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14a
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Fig 31. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14b
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Fig 33. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14¢
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Fig 35. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14d
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Fig 36. 3C NMR spectrum (151 MHz, DMSO-d6) of compound 14d
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Fig 37. *H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14e
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Fig 39. 'H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14f
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Fig 41. *H NMR spectrum (600 MHz, DMSO-d6) of compound 14g
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S1 Fig. Clone pPICZaA _CPB2.8 #2 sequence. The clone was sequenced using a
factor (TACTATTGCCAGCATTGCTGC) and reverse
3’AOX1(GCAAATGGCATTCTGACATCC), and the elements inserted on plasmid
(EcoRI - blue and Sal | — grey, sites) were identified upstream and downstream of
CPB2.8 gene, respectively

5" GGTTTCTCAGCCAAGAGAGTTTTAAAGCTGAATTCGCCTGCNCACCTGCGNTCGCGATACACTGTGTGGCACGCCGGCTGCTGCGNTGCGAGGAGTTCAAGCGGACGTAC
I ' ! ; ! 4 ! : ! ' ! s ! ' ! : ! ; ! s ! + !
I + t + t + t + t + t + } + t + t + t + t + t 110
3’ CCAAAGAGTCGGTTCTCTCAAAATTTCGACTTAAGCGGACGNGTGGACGCNAGCGCTATGTGACACACCGTGCGGCCGACGACGCNACGCTCCTCAAGTTCGCCTGCATG
EcoRI-site |
Start-CPB2.8

GGGCGCGCTGTACGAGACTGCTGGCGNGATGTGAGCAGCAGCTGGCTGTGCTGAACTTCTGAGCTGCAACCTGGATGCTGATGCTGCGATGCACCAGGCGCGGAACCCCA

' I : ! : I : ! : 1 : ! : I : I : I : ! L

+ t + 1 + t t t + t + t t t + } + . t t + t 220
CCCGCGCGACATGCTCTGACGACCGCNCTACACTCGTCGTCGACCGACACGACTTGAAGACTCGACGTTGGACCTACGACTACGACGCTACGTGGTCCGCGCCTTGGGGT

CGCGCAGTTCGGGATCACCGAAGTTCTTCGACCTGGTCGGAGGCCGGAGTTTCGCCCGCNTGTGCCTGGCCTTAACCCCTTTGTGAAAACCTGTGGTCGGACCCCGGCTG

- L e 1 ] 1 i ¢ 1 } 1 1 1 k 1 s 1 } 1 1 I 1 1 I

+ t + t + t + t + t + t t t + t + } + } t , 330
GCGCGTCAAGCCCTAGTGGCTTCAAGAAGCTGGACCAGCCTCCGGCCTCAAAGCGGGCGNACACGGACCGGAATTGGGGAAACACTTTTGGACACCAGCCTGGGGCCGAC

GTTTAACTTTTTCCGGCCGAGGGCTGGTGCCGAAATCTGCCTGGTGGGTCAACTGNCCCTGTGCCCCCAAAGGGCGAACATTTAAACCCTGGGGAGCAATGGGGCTCTGG
L ! : L : I : ! ' L : ! : ! : f : I R I '
t + } + t + t + } + . + t + } + + t + + t 440
CAAATTGAAAAAGGCCGGCTCCCGACCACGGCTTTAGACGGACCACCCAGTTGACNGGGACACGGGGGTTTCCCGCTTGTAAATTTGGGACCCCTCGTTACCCCGAGACC

CCGGACCGCGECCTETETEACAGCCCCTTTGGATTCCCGGGGCCAGNGGTTTGECCCCCTTTTTGENAACATTTTNGCCCCCCGTGGGTTTGGGACGEGAAACCTTTTTG
; ! : . ; H ; . 3 . 5 . y ! ; : . . ; ! | !
t } + } } } + } ¥ } + } t } + } + } + } + } 550
66CCTGECECCEEACACACTGTCGGGGAAACCTAAGGGCCCCGETCNCCAAACCGGGGGAAAAACCNTTGTAAAANCGGGGGGCACCCAAACCCTGCCCTTTGGAAAAAC
5 GCGATTGCTGACTCCCAAGCTCCNTTTCATGTCCTACAAAGGAGCAGGCGTGCTTGACCCGTCGTGCATTGGTAAACAGTCTGAACCAACGGTGTGCTGCTCGTCGGGTA
| + = + + + + + + + 4 + = + + + } ¥ + ¥ + + + 110
3’ CGCTAACGACTGAGGGTTCGAGGNAAAGTACAGGATGTTTCCTCGTCCGCACGAACTGGGCAGCACGTAACCATTTGTCAGACTTGGTTGCCACACGACGAGCAGCCCAT

CGACATGACTGGTGAGTTTCCGTACTGGGTGATCAAGAACTCGTGGGGTGGGGACTGGGGCGAGCAGGGCTACGTGCGCGTGGTGATGGGGGTGAACGCGTGCCTGCTCA
s I 4 ! N 1 + L " f " I 4 I N 1 " 1 4 1 N 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T + T 220
GCTGTACTGACCACTCAAAGGCATGACCCACTAGTTCTTGAGCACCCCACCCCTGACCCCGCTCGTCCCGATGCACGCGCACCACTACCCCCACTTGCGCACGGACGAGT
==
End-CPB2.8
GTGAATACCCCGTGTCCGCGCATGTGCGGGTCGACCATTATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATAACTGTTCCTGCAGTTCAAGTTGGGCACTTANCAGACGA
4 } : } L ! ; 1 + 1 1 1 1 } ! 4
T 330

1 + t + t + t t + t y T t T t T y T t T
CACTTATGGGGCACAGGCGCGTACACGCCCAGCTGGTAATAGTAGTAGTAACTCAAACATCGGAATCTGTATTGACAAGGACGTCAAGTTCAACCCGTGAATNGTCTGCT

End-CPB2.8 I I
Sall-Site
AGAGGCGTCTGTAGATTTAT 3’
350
TCTCCGCAGACATCTAAATA 5

S2 Fig. Evaluation of biochemical toxicity markers for healthy mice, infected and
untreated with L. infantum and treated with different concentrations of 4f (7.7; 2.56;
0.85; 0.24 mg/kg/day) or miltefosine (7.7 mg/kg/day). Levels of (A) AST - aspartate
aminotransferase; (B) ALP - alkaline phosphatase levels; (C) ALT - alanine
aminotransferase; (D) Urea; (E) Total bilirubin levels and (F) Creatinine. The data are
expressed as average = SEM. #: Statistically significant compared to the Infected and
Untreated animals (p < 0.05). *: Statistically significant compared to the healthy
animals (p < 0.05). T: Statistically significant compared to the animals treated with the
reference drug miltefosine (p < 0.05). No statistical significance was observed for

creatinine compared to healthy and Untreated animals.
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Physicochemical

Calculated values

properities
4a 4b 4c 4d 4e 4f 49 4h 4] 4m 4r
Num. heavy atoms 30 31 31 33 34 25 25 28 31 32 25>
Num. arom. heavy 23 23 23 23 23 17 17 17 17 17 15
atoms
Fraction Csp? 0 0 0 0 0.15 0 0 0.06 0.06 0.23 0.22
Num. rotatable 7 7 7 8 8 6 6 8 9 9 5
bonds
Num. H bond 6 7 6 8 6 6 5 7 9 7 5
receptors
Num. H bond 1 2 2 1 1 2 2 2 2 2 1
donors
Lipophilicity
Log Pow (ILOGP) 2.87 2.54 2.4 2.21 3.91 1.33 1.77 0.81 0.01 2.03 2.29
Solubility
Water solubility 111 e-3 1.59e-3 2.59 e-3 2.95e-3 4.74e-5 34le-1 1.98 e-2 560e- | 1.48e- | 3.93e-3 4.41 e-3
(mg/mL)(ESOL) 2 1
class Moderately | Moderately | Moderately | Moderately Poorly Soluble Moderatel | Soluble | Soluble | Moderatel | Moderatel
soluble soluble soluble soluble soluble y soluble y soluble y soluble
Pharmacokinetics |
Gl absorption High High Low Low Low High Low Low Low Low High
BBB permeant No No No No No No No No No No No
P-gp substrate No No No No Yes No No No Yes No No
CYP1AZ2 inhibitor Yes Yes No Yes No Yes Yes No No No No
CYP2C19 inhibitor Yes No Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes No
CYP2C9 inhibitor No No No No Yes No No No No No No
CYP2D6 inhibitor No No No No No No No No No No No
CYP3A4 inhibitor No No No No No No No No No No No
Log kp (skin -5.21 cm/s -5.56 cm/s -5.79 cm/s -6.10 cm/s -4.37 cm/s -6.42 -6.10 cm/s | -6.10 -7.59 | -5.86 cm/s | -5.14 cm/s
permeation) cm/s cm/s cm/s
Druglikeness
Lipinski Yes; Yes Yes Yes; 1 Yes, 1 Yes Yes Yes; Yes; 1 Yes; 0 Yes; 0
violation violation violatio violation violation
n
Ghose Yes Yes Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Veber Yes Yes Yes No; 1 Yes Yes No; 1 No; 1 No; 1 No; 1 Yes
violation violation violatio | violatio violation
n n
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Egan Yes Yes Yes No; 1 Yes Yes No; 1 No; 1 No; 1 No; 1 Yes
violation violation violatio | violatio | violation
n n
Muegge Yes Yes Yes No; 1 No Yes Yes Yes No; 1 Yes Yes
violation violatio
n
Bioavailability 0.56 0.56 0.56 0.11 0.56 0.56 0.56 0.56 0.11 0.56 0.56
Score
Medicinal chemistry
PAINS alert 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Synthetic 3.83 3.87 3.83 3.87 4.22 3.65 3.66 3.55 3.64 3.95 3.42
accessibility

Table S1. ADME parameters. Pharmacokinetics: High and Low indicates gastrointestinal absorption; Yes and No indicates BBB (Blood Brain Barrier)
permeation or P-gp (glycoprotein P). Druglikeness: Yes and No indicates that the molecule is according to all Lipinski, Ghose, Veber, Egan or Muegge
descritors. Bioavailability Score: Predict the probability of a compound to have at least 10% oral bioavailability in rat or measurable Caco-2 permeability,
calculating the probalitities of 11%, 17%, 56% or 85%.



97

CAPITULO 2

1 INTRODUCAO

A maléria € uma causada por parasitas do género Plasmodium, implicando em
milhares de mortes anuais, sendo P. falciparum o agente etioldgico da forma grave da
doenca, a qual pode levar os pacientes a 6bito. Nesta etapa do trabalho, realizada
dentro do programa CAPES-Print-UNESP, buscou-se ampliar a aplicacdo dos
derivados furoxanos para este modelo experimental. Desta forma, realizou-se o
screening dos compostos furoxanos frente a cepa de P. falciparum 3D7,
geneticamente modificada (PfGCaMP3), a qual alberga o gene indicador de célcio
GCaMP3 (BORGES-PEREIRA; CAMPOS; GARCIA, 2014). O gene GCaMP3
compreende a proteina fluorescente verde GFP, de Green Fluorescent Protein,
fusionada a calmodulina (CaM) e ao peptideo M13, uma sequéncia peptidica da
guinase de cadeia leve da miosina o qual estabiliza a forma protonada da calmodulina
na presenca de calcio (CHEN et al., 2013).

Este capitulo mostra estes resultados obtidos durante o estagio sanduiche na
Rutgers, New Jersey Medical School, Estados Unidos, sob orientacdo do Dr® Andrew
Thomas (https://njms-web.njms.rutgers.edu/profile/myProfile.php?mbmid=thomasap)
e co-orientacao da Dr2 Paula Barlett (https://njms-
web.njms.rutgers.edu/profile/myProfile.php?mbmid=bartlepj).

2 METODOLOGIA

2.1 Cultivo, sincronizacgéo e obtencao de P. falciparum

A cepa de P. falciparum 3D7 (PfGCaMP3) foi cultivada em frascos de cultura
(175 cm?) com meio RMPI1640 (Sigma) suplementado com AlbuMAX Il (Thermo
Fisher) 0,5%, hipoxantina (Sigma) 0,1 mM, bicarbonato de sédio (Sigma) 0,2%, WR
99210 (Sigma) 5 mmol L, gentamicina 500 mcg mL* e HEPES 1M, pH 7.4, com 5%
de hematocrito em atmosfera de 90% Nz; 5% O2, 5% CO2 a 37°C. O sangue do tipo
O utilizado foi doado pelo banco de sangue do Hospital Universitario da Escola de
Medicina, Rutgers University e lavado com meio RPMI1640 incompleto (sem AlbuMAX

II). Os parasitas foram sincronizados pelo tratamento com sorbitol (5%); para isso, 0
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meio de cultura foi removido de culturas de parasitas ndo-sincronizados, adicionando-
se sorbitol seguido por incubacé&o por 10 minutos. A cultura foi centrifugada (1000 xg,
3 minutos), lavada com o mesmo volume de meio de cultura, seguido de nova
centrifugagdo. O pellet contendo os parasitas sincronizados foi ressuspendido em
meio completo, sendo adicionado gas (90% Nz2; 5% Oz, 5% CO3) e incubado por 12-
16 h para obtencdo de uma populacdo homogénea de trofozoitas. A andlise das
formas parasitarias presentes na cultura € avaliada realizando um esfregaco delgado,
seguido por coloracédo de Giemsa.

Os parasitas isolados foram obtidos pela adicdo de saponina 0.01%, seguida
da agitacdo por inversdo do tubo (40 segundos), centrifugacdo (970 xg, 3 min.),
descarte do sobrenadante e lavagem com tampao salino-fosfato (PBS - Bio Rad) 1X
para eliminacao do eritrocito e do vacuolo parasitéforo, sem danificar a integridade da
membrana plasmatica do parasito (ANSORGE et al., 1996).

2.2 Screening via ensaio da lactato-desidrogenase (LDH)

A inibicdo do crescimento parasitario pelos derivados furoxanos foi avaliada
utilizando uma cultura de parasitas sincronizados no estégio trofozoita, contendo 2%
de hematécrito e 0.25% de parasitemia. Os compostos foram adicionados em placas
de 96 pocos de poliestireno, transparente, inicialmente a 10 uM (volume final de 100
ML por poco), em seguida os que apresentaram inibicdo maior que 50%, foram
adicionados na concentragao de 10 — 0.07 uM (diluicédo 1:2) e incubados por 72 h em
atmosfera contendo 90% N2z; 5% Oz, 5% CO2 a 37°C. Apdés a incubacéo, as placas
foram congeladas em freezer - 80°C por 24 h, seguido de descongelamento por no
minimo 3 h para leitura. Eritrocitos ndo-infectados ou infectados e nédo-tratados foram
adicionados em triplicata ao experimento como controles experimentais. Cloroquina
(Sigma) foi utilizada como farmaco de referéncia.

Para avaliar a atividade da enzima lactato-dehidrogenase (LDH), 100 pyL de
uma mistura reacional contendo 1M de lactato, 10 mM de APAD (3-acetil piridina
adenina dinucleotideo), 5 mM de azul de nitrotetrazélio (NBT), 200 pg mL* (1U mL™?)
de diaforase, 0,5% de Tween 20 e 100 mM de Tris-HCI (pH 8.0), foi previamente

adicionada na placa do experimento. A absorbancia (650 nm) foi lida no leitor de

placas FIexStation® 3 (Molecular devices), por 1h com 30 segundos de intervalo entre
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cada leitura. Devido a correlacdo entre a viabilidade do parasita e a atividade
enzimatica da LDH, a velocidade maxima de fluorescéncia detectada no leitor diminui
como resultado da toxicidade do composto.

Os dados de absorbancia foram normalizados pela cultura infectada e nao-
tratada e representados como porcentagem de inibicdo do crescimento. A linha de
base obtida dos pocos referente aos eritrocitos néo-infectados foi subtraida para
normalizagédo das culturas infectadas nao-tratadas. Os valores correspondentes ao
pico de absorbancia observados apls a leitura das placas foram obtidos e a
concentracdo efetiva para inibir 50% do crescimento parasitario (ECso) foi calculada
por regressao nao-linear utilizando o Software Graphpad Prism. Os experimentos

foram realizados em triplicatas independentes.

2.3 Avaliacédo de alteracdes morfoldégicas em PfGCaMP3 frente a compostos
furoxanos com atividade anti-plasmaédio

Para investigar potenciais efeitos de compostos furoxanos com atividade anti-
Plasmodium no desenvolvimento do ciclo intra-eritrocitico, parasitas sincronizados
(1% de anéis) foram cultivados por 48h na presenca do veiculo (DMSO 0,1%) ou dos
controles experimentais E64 (N-[N-(L-3-trans-carboxyirane-2-carbonyl)-L-leucyl]-
agmatine), ou cloroquina, nas concentracdes correspondentes a 3X o0 ICso. As
amostras foram coletadas a cada 12 horas e avaliadas pela confec¢éo de esfregacos
delgados corados por Giemsa, seguido de observacao sob microscopio éptico comum
utilizando-se objetivas de imersao (PRASAD et al., 2013).

2.4 Efeito dos compostos anti-Plasmodium na hidrélise de hemoglobina

Para verificar o potencial efeito dos compostos furoxanos anti-Plasmodium na
hidrélise da hemoglobina, seguiu-se a metodologia de Prasad e colaboradores (2013)
com modificacdes. Brevemente, 100 mL de cultura sincronizada para formas
trofozoitas de P. falciparum (9% parasitemia) foi dividida em quatro partes iguais;
DMSO (0,2%) foi adicionado em uma parte e os compostos furoxanos, bem como as
drogas controles E64, e cloroquina, nas concentracdes correspondentes a 3X o ICso
foram adicionados nas trés partes restantes.

Os parasitas foram cultivados por dez horas e, apés este periodo, isolados nas

mesmas condi¢fes descritas anteriormente no topico "Cultivo, sincronizacdo e
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obtencéo de P. falciparum.” Ao pellet resultante, foi adicionado 1 mL de tampé&o de
lise contendo SDS 10%, DTT 1 mM, inibidor de fosfatases Phosphatase Arrest Il 1X,
inibidor de proteases Protease Inhibitor Cocktail V 1X, pepstatina A 10 pg mL7,
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e benzamidina 1mM. Em seguida, foi
realizada lise mecanica com seringa e agulha (20 G) e uma aliquota retirada para
quantificacdo de proteinas pelo método de Lowry (WATERBORG; MATTHEWS,
1994). A amostra restante, foi adicionado 20 pL de tamp&o de amostra Laemmli 5X
(SDS 10%, beta mercapto-etanol 25%, glicerol 50%, Tris-HCI pH 6.8 312 mM,
0,0125% azul de bromofenol), em seguida a amostra foi fervida por 10 min,
centrifugada a 27000 xg por 15 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante
aplicado em gel de SDS-PAGE (15%). O gel foi corado com Comassie Brillant Blue R-
250 (BioRad) por 1 hora e descorado com agua por 24 horas. Os ensaios foram
realizados em duplicatas independentes.

2.5 Ensaios de homeostase do calcio em PfGCaMP3

Para os ensaios de verificacdo da homeostase do calcio celular, os parasitas
foram sincronizados 12-16 h antes do experimento, para obtencdo de uma cultura
homogénea de trofozoitas. A cultura foi centrifugada e enriquecida para células
infectadas por parasitas utilizando um sistema magnético manual (VarioMacs®) para
separacéo das células parasitadas baseada na presenca da hemozoina, a qual se liga
fortemente a coluna magnética do sistema. Em seguida, os eritrocitos parasitados
foram eluidos, centrifugados, ressuspendidos em 3 mL de meio de cultura e incubados
sob as mesmas condicdes descritas anteriormente.

Laminulas circulares de 25 cm?, foram dispostas em placas de 6 pocos, e
adicionadas Cell-Tak (Corning) por 90 minutos. ApGs este periodo, 100 puL da cultura
enriquecida foi centrifugada e ressuspendida em tampao Hank’s contendo HEPES:
NaCl 138 mM, NaHCO3 4,2 mM, CaCl2 1,3 mM, HEPES 10 mM, glicose 5 mM, 1x sal
de Hank’s (KCI 0,4 mg mLt, MgSO4 98 ug mL?), e 1x Tampao fosfato de Hank’s
(NaH2P0O4 48 pg mL?t, KH2PO4 60 pg mLt), pH 7.4, mantido a 37°C, aplicadas sobre
o Cell-Tak e incubadas por 30 min a temperatura ambiente para adesao das células.
Em seguida, as laminulas recobertas com as células foram inseridas nas camaras de

leitura e lavadas 2X, como o0 mesmo tampé&o contendo 0,25% de albumina soro-bovina
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(BSA) e ressuspendidas em 3 mL do mesmo tampao para as analises em microscopio
de fluorescéncia.

Os experimentos de homeostase do célcio foram realizados em microscopio
invertido de epifluorescéncia Nikon Eclipse TE300. As imagens foram obtidas em 1
Hz com o software NIS Elements (Nikon), utilizando objetiva de 40X aquecida (37°C),
com oOleo de imerséo através de uma camera EM-CCD (Hamamatsu Photonix Image
EM), com excitacdo de 488 nm e emissdo de 510 nm, correspondentes ao sinal do
GCaMP3. O sinal foi captado a cada 3 segundos e os valores correspondentes de
fluorescéncia foram exportados em planilhas do Microsoft Office Excel, e as andlises
realizadas no software MATLAB®, através de um script proprio do laboratério
(BORGES-PEREIRA et al., 2020).

Além dos furoxanos, foram utilizados nas analises o acido ciclopiazénico (CPA)
10 pM (Cayman Chemical), ionomicina 10 pM (Alomone Labs), nigericina 10 pM
(Sigma), dietilamina-NONOato (Sigma) 10 uM. Os ensaios foram realizados em

triplicatas independentes.

2.6 Ensaios de homeostase do calcio em hepatécitos murinos

Os estudos em animais foram aprovados pelo Comité Institucional de Cuidados
e Uso de Animais da Rutgers, New Jersey Medical School Camundongos machos
C57BL/6N (pesando 20-25 g; Taconic Biosciences, Rensselaer, NY, USA)
expressando o marcador de célcio GCaMP6 foram alojados em gaiolas ventiladas sob
ciclo claro/escuro de 12:12 h. Os animais receberam acesso ad libitum a racédo e agua
até o dia do experimento. Os camundongos foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de pentobarbital (60 mg/kg) diluido 1:1 com PBS 1X e os sinais vitais
foram monitorados durante todo o procedimento. A profundidade da anestesia foi
avaliada pelo relaxamento do tdnus muscular e pela perda de respostas reflexas ao
estimulo externo.

Os hepatocitos foram isolados por perfusdo de colagenase de figado em duas
etapas, como descrito por Thomas e colaboradores (1991) e Rooney e colaboradores
(1989) (ROONEY; SASS; THOMAS, 1989; THOMAS; RENARD; ROONEY, 1991).
Hepatdcitos (7 x 10°) foram plagueados em laminulas de vidro (25 cm?) contendo

William’s E Medium (Thermo Fisher Scientific) suplementado com glutamina 2 mM,
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penicilina 10 U mL? (Lonza), estreptomicina 10 mg mL? (Lonza) e gentamicina 50
mg mL?' (Sigma). Em seguida, foram cultivados overnight para aderéncia e
suplementados com soro fetal bovino 5% (v/v) (Gemini Bio-Products) e insulina 140
nM (Thermo Fisher Scientific). As células foram mantidas em atmosfera umidificada
com 5% de CO2 e 95% O2 a 37°C, até o momento do uso.

O meio foi entdo removido, seguido de adigdo de 3 mL tampé&o Hank’s contendo
BSA (conforme descrito no topico anterior) para analise da homeostase do calcio no
microscopio invertido de epifluorescéncia Nikon Eclipse TE300. As imagens foram
obtidas em 1 Hz com o software NIS Elements (Nikon), utilizando objetiva de 20X,
através de camera EM-CCD (Hamamatsu Photonix Image EM), com excitacdo de 488
nm e emissdo de 510 nm, correspondentes ao sinal do GCaMP3. Os valores
correspondentes de fluorescéncia foram exportados para planilhas (Microsoft Office
Excel), e as andlises realizadas no software MATLAB®, através de um script proprio
desenvolvido no laboratério (BORGES-PEREIRA et al., 2020).

2.7 Anélise Estatistica

A significancia estatistica entre as médias dos diferentes grupos experimentais
foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA) e as diferencas estatisticas
entre os grupos foi quantificada usando o teste de Bonferroni (BORGES-PEREIRA et
al., 2020).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 O furoxano 4m apresentou atividade antiparasitaria frente a cepa
PfGCaMP3

O screening da atividade antiparasitaria na presenca de 10 uM de 12 furoxanos
(4a-0) e oito benzofuroxanos (4p-z) foi realizado pelo ensaio de inibicdo da LDH. A
LDH é uma enzima citosoélica envolvida na glicélise para a producdo de ATP e
distingue-se da LDH humana por sua capacidade aumentada de converter L-lactato
em piruvato através da coenzima 3-acetil piridina adenina dinucleotideo a uma taxa
cerca de 200 vezes mais rapida em comparacdo com as isoformas humanas (SANZ
et al., 2012). O ensaio de atividade da LDH de P. falciparum (PfLDH) tem sido usado

para substituir os ensaios in vitro que requerem hipoxantina radiomarcada na medi¢ao



103

da toxicidade do composto em analise, como também é realizado como uma
alternativa eficaz a microscopia de luz no estudo do crescimento do parasita,
apresentando maior especificidade e menos subjetividade (MAKLER; PIPER,;
MILHOUS, 1998; DELHAES et al., 1999).

A Figura 1 mostra que os furoxanos 4a, 4e e 4m apresentaram capacidade de
inibir em 80% o crescimento parasitario similar a cloroquina, enquanto o prototipo

Lapdesfl4e n&o apresentou atividade significativa nesta inibigé&o.

Figura 1. Inibicdo do crescimento da cepa PfGCaMP3 pelos derivados

furoxanos.
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Parasitas PFGCAMP3 sincronizados, em estagio trofozoita, foram tratados com 10 uM dos furoxanos
(4a-0); incubados por 72h em 90% N2; 5% O3, 5% CO:2 a 37°C, seguido de congelamento a - 80°C por
24 h, descongelamento por 3h e leitura pelo ensaio da PfLDH. O pico de fluorescéncia correspondente
a atividade maxima da PfLDH foi obtida e subtraida da linha de base correspondente aos eritrdcitos
ndo infectados. Dados expressos em % de inibicdo + desvio padrédo, em triplicata, normalizado pelos
eritrécitos infectados e néo tratados (100% de parasitas vivos). Cloroquina foi usada como farmaco
controle e DMSO 0,1% como controle negativo e veiculo.

Para os benzofuroxanos, apenas 0 composto 4r apresentou inibicao

significativa, em torno de 40% do crescimento parasitario (Figura 2).

Figura 2. Inibi¢c&o do crescimento de P. falciparum pelos derivados
benfuroxanos.
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Parasitas PfGCAMP3 sincronizados, em estagio trofozoita, foram tratados com 10 uM dos
benzofuroxanos (4p-z); incubados por 72 h em 90% N2; 5% O2, 5% CO2 a 37°C, seguido de
congelamento & - 80°C por 24h, descongelamento por 3h e leitura pelo ensaio da PfLDH. O pico de
fluorescéncia correspondente a atividade maxima da PfLDH foi obtida e subtraida da linha de base
correspondente aos eritrécitos ndo infectados. Dados expressos em % de inibicdo + desvio padrdo, em
triplicata, normalizado pelos eritrécitos infectados e ndo tratados (100% de parasitas vivos). Cloroquina
foi usada como farmaco controle e DMSO 0,1% como controle negativo e veiculo.

Desta forma, selecionou-se os furoxanos 4a, 4e e 4m para dar continuidade
aos estudos de mecanismos de acao antiparasitaria destas moléculas. Embora 4a, 4e
e 4m tenham apresentado niveis de inibicdo semelhante a 10 uM, os valores de ECso
destes compostos sao distintos, sendo o composto 4m (ECso = 2,8 £ 0,6 uM) 0 mais
potente, seguido por 4e (ECso = 5,4 £ 0,7 uM) e 4a (ECso = 8,5 £ 0,5 uM) (Figura 3).

Considerando que estes compostos possuem atividade inibitéria frente a
cisteino protease de Leishmania (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021); decidiu-se
investigar se estas moléculas também sdo capazes de inibir proteases de P.
falciparum. Importante destacar que as cisteino proteases deste parasita, as
falcipainas, sado da familia da papaina, assim como a CPB de Leishmania, possuindo
papel fundamental na degradagdo de hemoglobina dentro do vacuolo parasitoforo,
sendo FP-2 e FP-3 as principais enzimas envolvidas neste processo, compartilhando
0S mesmos substratos e possuindo elevada similaridade estrutural (ROSENTHAL,
2011).
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O composto E64 foi incluido no ensaio de dose resposta, uma vez que este
composto € sabidamente inibidor competitivo de proteases, incluindo as falcipainas
(PRASAD et al., 2013).

Figura 3. Curva de dose resposta para os furoxanos 4a, 4e, 4m e para o
inibidor de proteases E64.
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Parasitas PfFGCAMP3 sincronizados, em estagio trofozoita, foram tratados com 4a, 4e, 4m e E64, nas
concentracdes de 10 — 0.07 uM (diluicdo 1:2), incubados por 72 h em 90% N2; 5% O2, 5% CO2 a 37°C,
seguido de congelamento a - 80°C por 24 h, descongelamento por 3 h e leitura pelo ensaio da PfLDH.
O pico de fluorescéncia correspondente a atividade maxima da PfLDH foi obtida e subtraida da linha
de base correspondente aos eritrocitos néo infectados. Dados expressos em % de inibicdo + desvio
padrdo, de trés experimentos independentes, realizados em triplicata, normalizado pelos eritrécitos
infectados e ndo tratados (100% de parasitas vivos). ECso-cioroquina=11.9 £ 2.5 nM.

Os compostos furoxanos e derivados sé&o conhecidos por apresentarem
diferentes atividades biol6gicas descritas na literatura, como anti-Trypanosoma
(BOIANI, et al. 2008); anti-Schistosoma e anti-Ancylostoma (MOTT, et al., 2012); anti-
cancer e anti-bacteriana (CERECETTO; PORCAL, 2005); como também anti-
Plasmodium spp. (GALLI et al., 2005; VICENTE et al., 2008; GIL et al., 2014). Para a
cepa de P. falciparum aqui estudada, observamos que os compostos fenil- e amida-
furoxanos (4a, 4e e 4m) apresentaram melhor atividade que os benzofuroxanos (4p-
z), similar ao perfil de anti-Leishmania previamente observado para estes compostos
(DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021). Embora para Leishmania 4e (ECs0 = 0,6
0,1 uM) tenha sido identificado como o0 composto mais potente, verificou-se aqui que
4m (ECso = 2,8 £ 0,6 pM) é o0 mais potente frente a P. falciparum, mas apresentando
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também atividade anti-Leishmania (ECso = 6,4 £ 1,1 uM). Os compostos 4m e 4e séao
estruturalmente similares, exceto pela ligacdo de uma amida ou de um grupamento
fenil, respectivamente ligadas ao N-6xido destas moléculas, o que pode estar
favorecendo a atividade anti-Plasmodium aqui observada.

Os compostos estudados neste trabalho possuem em sua estrutura o grupo
N-acil-hidrazona, conhecido por sua capacidade de inibicdo de cisteino proteases em
Leishmania (DE ALMEIDA, 2017; MORAES et al., 2018; UPEGUI ZAPATA et al.,
2020; DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021); assim, para contribuir para o
entendimento dos mecanismos de acdo deste amida-furoxano 4m, avaliou-se seu

potencial em inibir as falcipainas de P. falciparum.

3.1 4m ndao altera a morfologia do vacuolo digestivo e ndo causa acumulo de
hemoglobina ndo degradada em PfGCaMP3

Como dito anteriormente, as falcipainas de P. falciparum desempenham papel
crucial na hidrélise da hemoglobina (MISHRA; SINGH; SINGH, 2019). De acordo com
Prasad e colaboradores (2013), a inibicdo de enzimas que hidrolisam hemoglobina no
vacuolo parasitéforo, levam a alteracédo morfolégica do parasita, associada a producdo
de entumescimento do vacuolo digestivo em decorréncia do acumulo de hemoglobina
nao degradada, passivel de visualizacéo por esfregaco delgado corado por Giemsa.

Na Figura 4, observa-se o efeito do composto 4m, assim como dos controles
E64, cloroquina e DMSO (controle). Para E64 é nitido que a morfologia do parasita €
alterada, sendo possivel observar de forma mais clara apds 36h um entumescimento
correspondente a acumulacdo de hemoglobina ndo degradada devido a inibicdo das
proteases, enquanto que para 4m nao € possivel observar o mesmo efeito. Da mesma
forma, o tratamento com cloroquina ndo apresenta morfologia semelhante a de E64,
uma vez que embora atue no vacuolo digestivo, age no parasita por inibicdo da

formacdo de hemozoina.

Figura 4. Morfologia dos parasitas tratados com 4m, E64, CQ (cloroquina) e
DMSO (controle).
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Uma cultura de parasitas (1% de parasitemia, concentracao inicial) sincronizados para estagio de anel,
foram tratados com 27 yM E64, 6 yM 4m, 0.624 uM cloroquina ou DMSO 0,1% (controle). A morfologia
dos parasitas foi analisada através de esfregacos corados com Giemsa em diferentes pontos apés o
inicio do tratamento. E possivel observar um alargamento do vactolo digestivo para o tratamento com
E64, ocupando quase o parasita inteiro especialmente em 24h. Para 4m n&o é possivel observar o
mesmo efeito, assim como para a cloroquina que atua no vacuolo digestivo, porém com outro
mecanismo de acéo.

O efeito do inibidor competitivo de proteases E64 foi observado por outros
pesquisadores, sendo descrito uma anormalidade do vacuolo digestivo associado ao
entumescimento conforme observado neste trabalho, com efeito evidente apos 24h
de tratamento dos parasitas com o composto (MOURA et al.,, 2009; SIJWALI,
ROSENTHAL, 2004; PRASAD et al., 2013). A parasitemia foi calculada, ficando em
torno de 1% indicando que 4m causou retardo na progresséao do ciclo celular ao final
do tratamento em 48h, fato observado também para E64 e cloroquina (Figura 5A).

Figura 5. Andlise da parasitemia e estagio parasitario em diferentes pontos do
tratamento com 4m, E64, CQ e DMSO.
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Uma cultura de parasitos (1% de parasitemia, concentracao inicial) sincronizados, foram tratados com
27 uM E64, 6 yM 4m, 0.624 uM cloroquina ou DMSO 0,1% (controle). A - Parasitemia ([namero de
eritrécitos infectados/namero de eritrécitos totais] x100). Experimento realizado uma vez, com
contagem de seis campos distintos para calculo de parasitemia e observacgéo dos estagios do parasita.

Para determinar se o efeito observado de 4m na morfologia do parasita esta
associado ao acumulo, mesmo que minimo, de hemoglobina ndo degradada como
observado apds o tratamento com E64, o lisado de parasitas tratados com ambos
compostos foi analisado por SDS-PAGE 15%. Apenas para o tratamento com E64 é
possivel observar uma banda referente a acumulacdo de hemoglobina (Hb) néo
degradada, enquanto que para o tratamento com 4m, cloroquina (CQ) ou DMSO 0,2%

ndo € observada nenhuma banda (Figura 6).

Figura 6. Acumulacao de proteinas ndo degradadas em parasitas tratados com
DMSO 0,2%, cloroquina (CQ), 4m e E64 observadas por SDS-PAGE.
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Culturas homogéneas de parasitas (9% parasitemia) em estagio trofozoita foram tratados por 10 h na
presenca de DMSO 0,2%, 27 pyM E64, 6 uM 4m ou 0.624 pM cloroquina, concentragbes
correspondentes a aproximadamente 3X o ECso. Os parasitas foram obtidos através de tratamento com
saponina 0.01%, seguido de lavagem com PBS 1X, lise mecénica e fervura das amostras e separagéo
do lisado contendo 150 pg de proteinas totais em gel de SDS-PAGE 15%. E possivel observar que
apenas para o tratamento com E64 ha uma banda entre 10KDa e 15KDa, indicada pela seta,
correspondente ao mesmo perfil da canaleta contendo apenas hemoglobina (Hb), ndo sendo
observadas bandas na mesma altura para os tratamentos com 4m, cloroquina (CQ) ou DMSO 0,2%
(veiculo). MW: Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard (Thermo Fisher). O experimento foi
realizado em duplicatas independentes, analisado em mais de um gel, com resultados reprodutiveis.

Desta forma, os resultados obtidos (Figuras 4 e 6) sugerem gue as falcipainas
nao correspondam ao alvo molecular principal. Isto posto, € importante realizar outros
estudos para determinacdo do ICso de 4m frente as formas recombinantes das
falcipainas FP-2 e FP-3 de P. falciparum. Para isso, estabeleceu-se colaboracdo com
o grupo do Dr. Phillip Rosenthal da Universidade da Califérnia, S&o Francisco,

Estados Unidos, para estas analises.

3.2 4m é capaz de mobilizar célcio proveniente do reticulo endoplasmaético e
também acidificacdo do citosol em P. falciparum.

Foi relatado por nosso grupo que o furoxano 13b, precursor de LapDesfl4e
pode levar a altera¢cdes na homeostase do calcio intracelular em Leishmania, o que
aumentou a probabilidade de que 4m poderia estar atuando neste alvo (DE ALMEIDA,
2017).
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Portanto, foi avaliada a capacidade de 4m em causar alteracdo na homeostase
do célcio intracelular em P. falciparum. Uma Unica adicdo com 10 uM de 4m foi
realizada, seguido da adicdo de 10 uM de &cido ciclopiazénico (CPA), para esgotar o
calcio do reticulo endoplasmatico e 10 uM de ionomicina (lono), como controle
positivo, sendo a primeira adicdo apds cinco minutos do inicio do experimento e as
demais com intervalo de dez minutos entre cada. O CPA é um inibidor da bomba
SERCA que libera o célcio remanescente no reticulo endoplasmatico para o citosol e
a ionomicina € um ionéforo que permite o transporte de célcio através das membranas
bioldgicas para aumentar os niveis intracelulares de calcio (GAZARINI et al., 2003;
MONCOQ; TRIEBER; YOUNG, 2007).

O furoxano 4m apresentou uma rapida resposta na alteracdo do calcio
intracelular em P. falciparum. (Figura 8). A molécula 4m levou & alteragéo do célcio
intracelular quase que imediatamente apés sua adicao (Figura 8A) em uma propor¢ao
menor que CPA. Interessantemente, quando 4m ¢é adicionado apds CPA (Figura 8B),
observamos que a resposta de 4m é drasticamente suprimida, o que nos indica que
este furoxano possui o reticulo endoplasmético como alvo desta alteracdo de célcio
citosoélico.

Figura 8. Tracos representativos e quantificacdo da liberagcdo de calcio

intracelular pelo furoxano 4m.
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A visualizagéo instantanea da liberagdo de célcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3
foi realizada em laminula com eritrocitos infectados enriquecidos em estagio trofozoita. Apds cinco
minutos de visualizagcdo do sinal de GCaMP3 foram adicionados 10 pM de cada composto, com
intervalo de 10 minutos entre cada adicdo. A e B — Trago médio representativo correspondente & média
de pelo menos 50 células que responderam aos estimulos com os compostos. C e D — Quantificagdo
da amplitude do calcio citosélico apds o tratamento com 4m e os controles. Os dados sao
correspondentes a medida de trés experimentos independentes, em triplicata. * p< 0,05. CPA foi
adicionado para liberacdo de célcio do reticulo endoplasmético e ionomicina (lono) para verificar a
viabilidade celular.

De fato, a quantificacdo da amplitude do célcio intracelular apés a adicdo de
4m (Figura 8C e 8D) mostra que quando o furoxano é adicionado primeiro, observa-
se uma diminuicdo na resposta de CPA, mesmo que ndo seja estatisticamente
significativa. Diferentemente, quando CPA ¢é adicionado primeiro, a resposta de 4m é
suprimida quase completamente, sugerindo que 0 composto possui 0 mesmo alvo de
CPA.
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Observado o efeito de 4m na mobilizagcdo do calcio intracelular em P.
falciparum, testou-se também os demais furoxanos que apresentaram efeito inibitorio
no desenvolvimento do parasita, 4a, 4e e 4r. Contudo, embora 4a, 4e e 4r
apresentarem semelhancga estrutural a 4m, nenhum deles foi capaz de alterar os

niveis de calcio citosolico no parasita (Figura 9).

Figura 9. Tragos representativos da liberagcdo de célcio intracelular pelos
furoxano 4a, 4e e 4r.
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A visualizagéo instantanea da liberagdo de célcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3
foi realizada em laminula com eritrocitos infectados enriquecidos em estagio trofozoita. Apés cinco
minutos de visualizagcdo do sinal do GCaMP3 foram adicionados 10 pM de cada composto, com
intervalo de 10 minutos entre cada adi¢do. Tracos correspondentes a média de pelo menos 50 células
gue responderam ao tratamento. CPA foi adicionado para liberacdo de célcio do reticulo
endoplasmatico e ionomicina (lono) para verificar a viabilidade celular.

O grupo N-6xido presente na molécula 4m é descrito por sua capacidade de
gerar espécies reativas de nitrogénio, com destaque para o agente microbicida NO
(BOIANI et al., 2008); importante molécula efetora envolvida em diversos processos
celulares microbicidas (RADI; CASSINA; HODARA, 2002); podendo ainda atuar como
segundo mensageiro em plantas e animais, modulando o Ca?* livre (BESSON-BARD;
PUGIN; WENDEHENNE, 2008). Foi avaliada entdo a possivel participacdo do NO na
resposta para o célcio observada para 4m, mas agora na presenca do doador de NO
DEA. O DEA é capaz de permear membranas biolégicas e se dissociar
espontaneamente liberando 1,5 mol de NO por mol de composto, de forma pH
dependente, apresentando meia vida de 2-16 minutos em pH 7,4 & 37°C (FERRERO
et al., 1999; SAMPSON; PLANE; GARLAND, 2001).

N&o foi observado, tanto no experimento realizado com eritrdcitos infectados,

guanto naquele utilizando-se parasitas isolados e tratados com 10 uM de DEA,
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qualquer alterac&o do calcio intracelular (Figura 10), o que descartou a possibilidade
do NO produzido por 4m, estar influenciando nesta resposta.
Figura 10. Tracos representativos da liberagdo de calcio intracelular apds o

tratamento com DEA.
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A visualizagéo instantanea da liberagdo de célcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3
foi realizada em laminula com eritrécitos infectados enriquecidos em estagio trofozoita. Apds cinco
minutos de visualizagcdo do sinal do GCaMP3 foram adicionados 10 pM de cada composto, com
intervalo de 10 minutos entre cada adi¢do. Tragos correspondentes a média de pelo menos 50 células
que responderam ao tratamento. A — Experimento realizado com eritrocitos infectados; B — Experimento
realizado com parasitas isolados. CPA foi adicionado para liberacdo de cdalcio do reticulo
endoplasmatico e ionomicina (lono) para verificar a viabilidade celular. Experimentos realizados em
duplicata.

Embora o papel do NO seja reportado na literatura como crucial para a
bioatividade desta classe de moléculas, como observado para L. infantum, L.
braziliensis, Leishmania pifanoi e T. cruzi (BOIANI et al., 2008; CASTRO et al.; 2009;
DUTRA et al., 2014); e cepas cloroquina-resistentes de P. falciparum (GALLI et al.,
2005), neste trabalho nédo foi observada sua relacdo com a mobilidade de calcio para
am.

Outro fato importante observado logo apdés a adicdo de 4m refere-se ao
surgimento de uma inflexdo do sinal captado, seguido de incremento da fluorescéncia,
i.e., incremento de calcio citosdlico (Figura 8a). Considerando que este efeito nao
parece estar relacionado diretamente ao composto, jA que € um pé branco e
transparente quando ressuspendido em DMSO, foi investigado se este fenbmeno
poderia ser devido a uma rapida acidificacdo do citoplasma provocada por 4m. Para
corroborar esta hipotese, comparamos estas analises ao efeito provocado pelo

ionéforo carboxilico (k*/H*) nigericina, o qual libera calcio de compartimentos
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acidicos, incluindo o vacuolo digestivo, devido acidificacdo do citoplasma por ele
provocada (GARCIA et al., 1998) (Figura 11).

Figura 11. Tracos representativos daliberacéo de calcio intracelular apos adicao

de nigericina.
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A visualizacéo instantanea da liberacdo de calcio em P. falciparum expressando o indicador GCaMP3
foi realizada em laminula com eritrocitos infectados enriquecidos em estagio trofozoita. Apds cinco
minutos de visualizagdo do sinal do GCaMP3 foram adicionados 10 uM de cada composto, com
intervalo de 10 minutos entre cada adicdo, exceto Nig (2,5 uM). Tracos correspondentes a média de
pelo menos 50 células que responderam ao tratamento. A — Traco padréo para resposta ao CPA; B —
Trago com adicdo de 4m apo0s nigericina; C — Trago com adicdo de nigericina apds 4m. CPA foi
adicionado para libera¢do de célcio do reticulo endoplasmético e ionomicina (lono) para verificar a
viabilidade celular. Experimentos realizados em duplicata.

A resposta a nigericina foi observada pela inflexdo acentuada do sinal de
fluorescéncia captado, correspondente ao aumento da acidez do pH citosdlico,
seguido de incremento de calcio proveniente de compartimentos acidicos, como
descrito por Borges-Pereira e colaboradores (BORGES-PEREIRA et al., 2020) (Figura
11A). Na Figura 11B é possivel observar que 4m mantém sua resposta para o célcio
intracelular quando adicionado ap6s nigericina, entretanto, quando adicionado antes
(Figura 11C) nota-se uma resposta mais rapida deste ionéforo, com pouca inflexdo de
fluorescéncia apoés adicionado, o que pode indicar que ocorreu acidificacao prévia do
citosol.

As alteracbes observadas na homeostase do célcio promovidas por 4m
mostraram-se seletivas para o parasita, ja que hepatdcitos expressando GCaMP6f e
tratados com 4m né&o apresentaram variagdes na fluorescéncia (Figura 12). Este dado

€ importante e aliado aos valores de seletividade quando avaliados em macrofagos
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murinos descrito anteriormente (CCso > 500, S| = 78), indica a baixa citotoxicidade
desta molécula (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021).

Figura 12. Tragos representativos da liberacdo de célcio intracelular em

hepatdcitos murinos.
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A visualizacdo da liberacdo do célcio em células de hepatdcitos murinos expressando o indicador
GCaMP6, em laminula, contendo as células fixadas overnight. Apds trés minutos de visualizacdo do
sinal de GCaMP6 foram adicionados 10 uM de cada composto, com intervalo de 10 minutos entre cada
adicdo. A — 4m (10 uM) foi adicionado sem nenhum efeito observado. B — DMSO foi utilizado como
controle negativo. CPA foi adicionado para liberagéo de calcio do reticulo endoplasmético e ionomicina
(lono) para verificar a viabilidade celular. Experimentos realizados em duplicata.

Foi observado que o mecanismo de acdo de 4m pode estar relacionado a
acidificacdo do citosol do parasita, causando liberacdo de calcio do reticulo
endoplasmatico em um primeiro momento. Em P. falciparum a acidificacdo do
citoplasma pode ocorrer devido a inibicdo de bombas H*-ATPases, enzimas presentes
na membrana do vacuolo digestivo e membrana plasmatica do parasita, que utilizam
energia derivada da hidrélise de ATP para bombear ions H* a partir do citosol celular,
regulando o pH desta organela, e consequentemente do citoplasma (SALIBA; KIRKI,
1999).

No entanto, quando estas enzimas s&o inibidas ocorre aumento do pH
citosolico, porém, sem correlacdo com desbalanco de célcio (SALIBA; KIRKI, 1999;
VAN SCHALKWYK et al., 2010). Desta forma, novos estudos deverado ser realizados
para identificar o alvo de 4m em P. falciparum para verificar se realmente esta

ocorrendo a acidificacao do citosol e por qual via. Além disso, é necessario investigar
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também se o composto esta sendo hidrolisado, como este fenbmeno pode estar
contribuindo na atividade antiparasitaria observada e no desbalanco do célcio.
Finalmente é importante apontar o potencial de 4m como um protétipo para o
desenvolvimento de novos agentes antimalaricos, sendo necessario avancar neste
estudo para melhor contribuir no entendimento dos mecanismos de acao envolvidos,
permitindo a modificacdo racional desta molécula para obtencdo de um hit seletivo e

seguro para tratamento da malaria.

4 DISCUSSAO

A proposta geral deste trabalho foi a realizagdo de modificagdes estruturais no
composto Lapdesflde afim de melhorar, principalmente, a solubilidade observada
para deste composto uma vez gque 0 mesmo ja apresenta excelente atividade
leishmanicida in vitro e in vivo descrita por nosso grupo de pesquisa (DUTRA et al.,
2014; DE ALMEIDA et al., 2017). Portanto, foram realizadas substituicdes especificas
junto ao grupamento N-Oxido: Foi retirando o grupamento sulfidrila, originalmente
ligado ao N-6xido em Lapdesfld4e, e adicionados outros grupamentos quimicos,
originando os compostos fenil-, amida- e benzofuroxanos. Em todas as novas
moléculas geradas, foi mantida a N-acil-hidrazona, associada a diferentes grupos
quimicos como substituicdes amina e tert-butil. Estas modificacdes resultaram em
solubilidades distintas para estes compostos.

Conforme observado no capitulo 1 desta Tese, as moléculas geradas
apresentaram potente atividade leishmanicida contra formas amastigotas de L.
infantum e baixa citotoxicidade para macréfagos murinos, como também inibiram a
enzima CPB2.8, expressa neste trabalho, importante enzima responsavel pela
modulacao do sistema imune em Leishmania (CAMERON et al., 2004).

Os melhores compostos identificados foram os amida- e fenil-furoxanos,
indicando que as alteracOes realizadas que geraram estas moléculas mantiveram a
atividade observada em seu precursor, originando moléculas ainda mais promissoras.
Estes compostos apresentaram melhor atividade leishmanicida, comparada aos
benzofuroxanos e hidrazonas aqui estudados. Este fato pode estar associado a

capacidade destes compostos liberarem N-Oxido, que pode atuar como molécula
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efetora na eliminacdo do parasita, causando S-nitrosilacao de proteinas como a CPB
(BOIANI, et al., 2008).

Como principal contribuicdo do capitulo 1, podemos destacar a identificacdo da
molécula 4f, que apos analise in silico de parametros farmacocinéticos, mostrou
grande potencial terapéutico por via oral. Apés ensaio in vivo realizado com esta
molécula, em camundongos infectados com L. infantum, durante cinco dias, 2x ao dia,
tratados via oral, verificou-se a reducdo de ~90% da carga parasitaria no figado e
baco, similar ao tratamento realizado com o farmaco de referéncia miltefosina e com
maior eficacia que seu precursor Lapdesfl4e (DE ALMEIDA et al., 2007). Associado
a esta robusta reducéo da carga parasitaria, 4f mostrou-se seguro, ndo apresentando
alteracdes nos marcadores bioquimicos de funcdo hepatica e renal, indicando sua
seguranca.

Com isto atingimos nosso principal objetivo relacionado as modificacbes
estruturais do prototipo Lapdesflde, gerando a molécula 4f que apresenta enorme
potencial para continuacdo dos estudos no sentido de evoluir para uma alternativa
terapéutica de curto periodo de tratamento por via oral, para a leishmaniose visceral.

Como uma contribuicdo para o entendimento da bioatividade dos compostos
aqui desenvolvidos, estendemos nossos estudos dentro do programa CAPES-Print
UNESP, para outra importante doenca, que atinge o mesmo perfil populacional das
leishmanioses. Os compostos foram testados para malaria causada por Plasmodium
falciparum durante estagio sanduiche de 6 meses na Escola de Medicina da Rutgers
Univesity, Newark-Nova Jersey, EUA.

Assim como observado para Leishmania, os furoxanos apresentaram melhor
atividade que os benzofuroxanos, quanto a sua capacidade em inibir in vitro o
crescimento de P. falciparum, sendo 4m o composto mais promissor. Como parte dos
estudos de mecanismo de acdo deste composto, observou-se que, embora possua a
N-acil-hidrazona em sua estrutura ndo foi possivel observar dentro dos experimentos
realizados a inibicdo das falcipainas (cisteino proteases de Plasmodium).

Foram utilizados experimentos indiretos para verificar a atividade de 4m frente
as falcipainas de P. falciparum, como a alteracdo do vacuolo parasitéforo ou a
acumulagcao de hemoglobina ndo degradada em parasitas tratados com o composto.

Entretanto, experimentos adicionais como testes enzimaticos diretos nas falcipainas
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recombinantes FP-2 e FP-3 estdo sendo realizados afim de verificar de forma direta
esse possivel efeito de 4m.

Uma vez que o aldeido precursor de Lapdesfl4e, o composto 13b, apresentou
potencial em causar alteracdes na homeostase de calcio intracelular em Leishmania
(DE ALMEIDA, 2017), verificou-se este potencial dos compostos ativos em P.
falciparum. Dentre os compostos que inibiram o crescimento do parasita, apenas 4m
apresentou alteracdo no calcio intracelular. Foi observado que o composto causa
mobilizagéo do calcio intracelular do reticulo endoplasmatico, sem associagdo com o
fato de ser doador de 6xido nitrico, que poderia influenciar neste fenémeno (RADI et
al., 2002; MORENO; DOCAMPO, 2003).

Observou-se também que 4m pode estar causando acidificacdo do citoplasma
em P. falciparum, ao verificar uma resposta acelerada do ionoforo nigericina quando
adicionado ap6s 4m nos ensaios de homeostase do célcio. Este composto possui
apenas um grupamento amida ligado ao N-6xido que o difere dos outros furoxanos
gue apresentaram atividade contra P. falciparum, mas ndo foram capazes de causar
alteracbes na homeostase do calcio intracelular. Estudos adicionais precisam ser
realizados para verificar a participacdo deste grupo amida na resposta para o célcio
intracelular, assim como se ha outros mecanismos acontecendo que estéo levando a
este fendbmeno.

Adicionalmente, foi verificada que esta alteracdo na homeostase do calcio
intracelular é especifica para o parasita, uma vez que hepatdcitos murinos tratados
com 4m nao apresentaram tal fenbmeno. Estes dados mostram o enorme potencial
destes compostos em especial 4m, para o desenvolvimento de farmacos anti-

maléricos e, assim como observado para Leishmania, seletivos para P. falciparum.

5 CONCLUSAO

Este trabalho mostra o potencial promissor dos novos derivados furoxanos para
as doencas parasitarias leishmanioses e maléaria. Durante o seu desenvolvimento,
também contribuiu para a identificagdo de novos agentes anti-leishmaniais de origem
natural ou sintética, produzindo nove artigos cientificos publicados e uma patente.
Para a leishmaniose visceral, todas as moléculas apresentaram baixa citotoxicidade

(SI1 < 10), sendo os derivados furoxanos os mais potentes contra formas amastigotas
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de L. infantum, sendo o ECso <10 pM, exceto para 4i, 4j, 4n e 40, e para 0S
benzoforuxanos, apenas 4r apresentou estes critérios. Os furoxanos foram capazes
de liberar N-6xido, o que pode ter contribuido na atividade leishmanicida observada.
Isto foi observado apds a utilizacdo da enzima recombinante LmCPB2.8ACTE
expressa em P. pastoris e verificar que derivados como 0s benzofuroxanos e
hidrazonas inibem a CPB, entretanto possuem pouca ou nenhuma atividade para
formas amastigotas de L. infantum.

A andlise in silico do ADME das melhores moléculas indicou que 4f apresenta
as melhores caracteristicas para testes in vivo por administracéo oral, caracteristica
muito desejada para novos agentes leishmanicidas, principalmente considerando que
todos os farmacos, exceto miltefosina, sdo administrados por longos periodos de
tempo (~30 dias) e por via parenteral, o que requer hospitalizacdo do paciente,
comprometendo a adeséo deste ao tratamento. A molécula 4f mostrou ser eficaz em
um curso de tratamento muito curto (cinco dias, 2x ao dia), com a maior dose (7.7
mg/kg/dia correspondente a dose da miltefosina) e quando administrado por via oral,
reduzindo em ~90% a carga parasitaria no figado e baco de camundongos infectados
com L. infantum em um modelo agudo da infeccdo. A analise dos marcadores
bioquimicos através do plasma sanguineo indicou que o composto ndo apresenta
toxicidade para o figado ou rim, jA que ndo causou alteracbes nos marcadores
avaliados.

Adicionalmente, no ambito do programa CAPES-Print, estendemos nossos
estudos, investigando o potencial antimalérico destes compostos para futura aplicacéo
no tratamento da malaria. Trés furoxanos apresentaram boa poténcia quando
investigados em culturas sincronizadas de P. falciparum., sendo 4m (ECso 2.8 uM) o
melhor composto. Diferentemente do que era esperado, estudos de mecanismo de
acdo sugerem que 4m ndo é inibidor de facipainas (cisteino proteases) de P.
falciparum, apesar destas proteases pertencerem a classe das papainas, assim como
cisteino protease de L. mexicana (ICso = 6 uM), uma vez que ensaios indiretos de
avaliacdo desta inibicdo baseado em estudos de microscopia, nao detectaram
alteracdes morfolégicas do vacuolo digestivo do parasita, bem como néo foi possivel
observar acumulo de hemoglobina ndo degradada apdés o tratamento com o

composto, sugestivos de inibicdo das proteases.
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Contudo, verificou-se que 4m é capaz de causar a liberacdo de calcio
intracelular, possuindo como alvo o reticulo endoplasmatico, com efeito seletivo para
0 parasita, uma vez que hepatdcitos tratados com o composto ndo apresentaram tal
efeito. Essa liberacdo de célcio deve estar ocorrendo apos acidificagéo do citoplasma,
em decorréncia das propriedades fisico-quimicas da molécula relacionadas a
presenca de um grupo amida ligado ao N-Oxido associada a liberacdo de NO,

promovendo em conjunto efeitos deletérios para a viabilidade do parasita.
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