ANGELA MARIA ARENAS VELASQUEZ

ESTUDO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS ATIVOS CONTRA AS LEISHMANIOSES CUTANEA
E VISCERAL: DA DESCOBERTA AO ESTUDO PRE-CLINICO

Relatdrio de Pés-doutorado realizado na Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara.

Supervisora: Profa. Dra. Marcia A. S. Graminha

Convénio FINEP 01.23.0034.00 - Ref. Finep n2 0419-22

Araraquara, SP

2025



Relatério 2: Projeto Finep 2025
Angela Maria Arenas Velasquez

Estudo e identificacdo de compostos ativos contra as leishmanioses cutinea e visceral:
da descoberta ao estudo pré-clinico

RESUMO

As leishmanioses, causadas por mais de 20 espécies diferentes de protozoarios do género
Leishmania, sao reconhecidas como um grave problema de saude publica no Brasil € no mundo.
A escassez de opgoes terapéuticas eficazes, juntamente com a variedade de efeitos colaterais e
o surgimento de cepas resistentes, destaca a necessidade urgente de pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de novas moléculas com alvos moleculares especificos, para melhorar o
tratamento dessas e outras doencas negligenciadas. Nesse cenario, o grupo de pesquisa
InovaLeish tem se dedicado a descobrir compostos com atividade leishmanicida, empregando
estratégias como o planejamento racional de farmacos baseados no alvo, triagens fenotipicas e
reposicionamento de medicamentos. Nos tltimos anos, o grupo identificou diversas moléculas
furoxanicas e guanidinicas com promissor potencial leishmanicida, tanto in vitro quanto in
vivo. O foco dessas pesquisas tem sido o desenho de inibidores especificos para a enzima
cisteino protease B (LmCPB2.8ACTE - CPB) de Leishmania que ¢ essencial para a
sobrevivéncia e viruléncia do parasita. A partir dessas descobertas, novos derivados desses
compostos foram sintetizados com o objetivo de melhorar o processo de inibi¢cao enzimatica e
por tanto aumentar a seletividade da molecula. Este relatorio apresenta os resultados obtidos
desses novos compostos, incluindo nitroimidazooxazoéis, hidrazonas e guanidinas conjugadas
com peptideos antimicrobianos, que foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir a
atividade da CPB, assim como sua atividade leishmanicida, citotoxica ¢ sua seletividade. Entre
os compostos testados, os bioconjugados peptidicos, especialmente o peptideo dimérico,
demonstrou uma inibi¢do significativa da enzima. Além disso, esses compostos mostraram-se
relativamente seguros para macrdfagos peritoneais de camundongos e revelaram potencial
atividade anti-parasitaria contra as formas amastigotas intracelulares de Leishmania in vitro,
que sdo clinicamente relevantes. Com base nesses resultados promissores, e considerando as
contribui¢des dos demais integrantes do grupo /novaLeish, foram realizados ensaios in vivo em
modelo animal Balb/c infectado com L. infantum, utilizando a molécula denominada PEPO1
para tratamento por via oral, administrada uma vez ao dia durante cinco dias consecutivos, na
dose de 0,77 mg/kg/dia. Como resultado, observou-se uma redugdo da carga parasitaria de
aproximadamente 40% no figado e 50% no bago, demonstrando o potencial dessa molécula e
indicando a viabilidade de realizar modificacdes estruturais e planejamento racional visando
aprimorar sua atividade leishmanicida.

1. INTRODUCAO

Infecgdes provocadas por organismos da familia Trypanosomatidae, pertencentes a ordem
Kinetoplastida, afetam milhdes de pessoas globalmente, particularmente em comunidades
empobrecidas e marginalizadas da América Latina, Africa e Asia. Essas regides
frequentemente sao ignoradas tanto pela industria farmacéutica quanto pelos governos (Siilsen
et al.,, 2008). Entre as 17 doencas consideradas negligenciadas (DNs) pela Organizacio
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Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses se destacam por serem extremamente carentes de
novos tratamentos ha décadas e estdo amplamente distribuidas em areas tropicais e
subtropicais, como América, Europa, Africa e Asia. Estas doengas sdo causadas por pelo menos
20 espécies distintas de Leishmania e sdo transmitidas por mais de 90 espécies de insetos dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia. De acordo com a OMS, h4 uma estimativa de 1,3 milhdes
de novos casos de leishmanioses e entre 20.000 a 30.000 mortes anualmente (WERNECK,
2010; WORD..., 2017a). As manifestagdes clinicas e a gravidade da doenca variam conforme
a espécie do parasita, a genética e o estado imunolégico do individuo, como ¢ o caso de
pacientes com sistema imunologico comprometido pelo HIV (Cunningham, 2002; Rogers et
al., 2002). As formas clinicas principais incluem a leishmaniose visceral (LV), que pode ser
fatal sem tratamento, a leishmaniose cutanea (LC) e a leishmaniose muco-cutanea (LMC). Os
paises da América Latina, incluindo o Brasil, s3o os que concentram a maior parte dos casos
de LC e LMC (Alvar et al., 2012).

Os parasitas Leishmania apresentam duas formas principais: promastigotas (a forma flagelada
encontrada em flebotomineos e em cultivo) e amastigotas intracelulares (a forma nao flagelada,
que se multiplica dentro dos fagolissossomos dos macrofagos do hospedeiro mamifero)
(Herwaldt, 1999). Os cdes sdo um dos principais reservatorios do parasita, o que aumenta o
risco de transmissdo para os humanos (Burza et al., 2018).

Durante décadas, os antimoniais pentavalentes foram a primeira escolha para o tratamento das
leishmanioses, mas apresentam alta toxicidade. Como alternativas, a anfotericina B (AmpB)
desoxicolato e a miltefosina sdo usadas como tratamento sistémico. A administracdo dos
antimoniais pentavalentes enfrenta desafios, como a necessidade de internacdo devido a
administracao parenteral e uma taxa de nefrotoxicidade que pode exceder 50%. A formulagao
lipidica da AmpB ¢ uma opg¢do terapéutica, embora seu custo elevado seja uma limitagado
significativa (Melo & Fortaleza, 2013). Atualmente, a paromomicina 10% em gel ¢ usada para
tratar a LC e esta avancando para o tratamento da LV (Santos et al., 2008). Dado o carater
altamente toxico e a eficacia varidvel dos tratamentos disponiveis (Burza et al., 2018), é urgente
a busca por novos medicamentos com alvos especificos.

A descoberta de novas moléculas bioativas, por meio de triagens fenotipicas ou baseadas em
alvos, e a compreensao dos mecanismos de acdo sdo cruciais para aprimorar compostos
prototipos e aumentar as chances de sucesso no desenvolvimento de novos farmacos (Katsuno
et al., 2015). O grupo interdisciplinar /novaLeish tem se dedicado intensamente a identifica¢dao
de compostos antileishmaniais usando varias abordagens, como o planejamento racional de
farmacos baseado em alvos, reposicionamento de farmacos, modificagio molecular e
explora¢do de novos principios ativos encontrados na natureza. Entre os prototipos com
eficacia comprovada em modelos animais para LV e LC, destacam-se o furoxano 14e, que
reduz a carga parasitaria em hamsters infectados com L. infantum (~50% no figado e bago)
apos administracdo intraperitoneal. A atividade leishmanicida do 14e esta ligada a inibi¢do da
cisteino protease B (CPB) e a liberacdo de ¢xido nitrico. Melhorias na estrutura do 14e
resultaram no composto 4f, que se mostrou eficaz no tratamento oral da LV, reduzindo a carga
parasitaria em ~90% em camundongos infectados com L. infantum ap6s um breve tratamento
de cinco dias. Estudos indicam que o 4f inibe a CPB e induz estresse oxidativo no parasita,
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levando a sua morte. Outros prototipos promissores da classe das guanidinas também foram
eficazes na reducdo da carga parasitiria (~80%) em camundongos infectados com L.
amazonensis, € também inibiram a CPB do parasita (do Espirito Santo et al., 2019; Moreira et
al., 2022).

Baseado nesses resultados, o InovaLeish pretende identificar novos derivados dessas moléculas
que atendam aos seguintes critérios para tratamento oral das leishmanioses em modelos
animais:

- A quimica sintética deve permitir a expansao em série, facilitando a rapida avaliagdo de
Nnovos compostos.

- O lead deve ter propriedades fisico-quimicas adequadas, incluindo (1) solubilidade em
PBS >10uM para evitar problemas na formulacao; (2) lipofilicidade adequada e (3) valores
de LogP <5, com valores ideais abaixo de 3.

- O lead precisa ter uma poténcia in vitro aceitavel, com atividade anti-amastigota igual ou
menor que 10puM.

- O lead deve ser pelo menos 100 vezes mais seletivo para o parasita em comparagao com
as células de mamiferos.

- O lead deve ter perfis farmacocinéticos e metabolicos gerenciaveis, incluindo estabilidade
microssomal e de hepatdcitos, boa permeabilidade da membrana e sem inibigdo do
citocromo P450.

- O lead deve ser eficaz por via oral em modelos de doenca, com boa biodisponibilidade
oral em roedores (F>25%).

- O lead precisa passar por uma avaliagdo inicial de seguranca com base no alvo (ort6logo),
com estudos in silico e in vitro para garantir baixa toxicidade.

- A avaliagdo de seguranga deve incluir ortdlogos humanos e paralogos conhecidos da
enzima ou receptor alvo, com testes conforme o tamanho da familia genética e os riscos de
seguranga.

- O lead ndo deve conter grupos reativos indesejaveis ou caracteristicas quimicas associadas
a formacao de produtos toxicos.

- O lead ndo deve causar toxicidade aguda em estudos de eficacia in vivo. Para modelos
murinos infectados com Leishmania infantum, o tratamento com o candidato deve resultar
em uma reducdo superior a 70% da carga parasitaria no figado apos pelo menos 5 doses de
50mg/kg administradas oralmente uma ou duas vezes por dia.

Além disso, informagdes adicionais obtidas em estudos in vivo sdo importantes para entender
melhor a resposta imune ao tratamento. No entanto, essas informagdes ainda sao fragmentadas,
e modelos laboratoriais, como ratos, podem nao ser ideais, ja que a dicotomia Th1/Th2 nao
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parece estar presente nos hospedeiros reais da LV (Olias-Molero et al., 2021). Analises futuras
serdo essenciais para obter uma compreensao mais completa.

Neste relatorio, destaca-se a obten¢do do peptideo prototipo PEPO1, que apresenta
caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de novas moléculas planejadas a partir de
sua estrutura inicial, com potencial leishmanicida e possibilidade de uso por via oral no
tratamento das leishmanioses. Em ensaios in vitro, o PEPO1 mostrou-se seletivo para o parasita
e nao toxico para células de mamiferos. J& nos ensaios in vivo, utilizando o modelo animal
Balb/c infectado com L. infantum, o composto promoveu reducao significativa da carga
parasitaria, sem evidéncias aparentes de toxicidade hepatica ou renal, reforcando seu potencial
como intermediario para o desenvolvimento de novos candidatos terapéuticos.

2. OBJETIVO

O presente trabalho visou avaliar a atividade anti-leishmanial de uma série de derivados de N-
acil-hidrazonas, nitroimidazooxaz6is e peptideomiméticos contendo os nucleos
nitroimidazooxazol e nitroimidazoxazina, e seu possivel potencial como inibidores da enzima
cisteino protease (CBP) de Leishmania para a identificacdo de moléculas com potencial
eficacia oral in vivo frente a modelo animal infectado com Leishmania spp.

2.1 Objetivos especificos

o  Avaliacdo da citotoxicidade in vitro em macrofagos peritoneais de camundongo Swiss
(CCso0) de uma série de derivados de nitroimidazooxazdis, hidrazonas, bioconjugados
peptidicos;

o Screening in vitro de derivados de nitroimidazooxazdis, hidrazonas e bioconjugados
peptidicos frente a formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis e L. infantum
(ICs0);

o  Determinacdo do indice de seletividade (IS= CCs¢/ICs0) (Bollini et al., 2009) das
moléculas;

©  Analise da inibicdo da CPB de Leishmania na presenca de derivados de
nitroimidazooxazo6is, hidrazonas e bioconjugados peptidicos.

o Avaliacdo in vivo em modelo animal Balb/c infectado com L. infantum da molécula
mais promissora identificada nos ensaios in vitro com tratamento por via oral

o  Determinagdo da Carga Parasitaria dos animais ap6s o tratamento oral

o Avaliacdo dos niveis dos marcadores bioquimicos de fungdo hepatica e renal dos
animais tratados com a molécula mais promissora apods tratamento oral

o  Determinagado da dose letal utilizando modelo alternativo Galleria mellonella
3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Parasitos
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Formas promastigotas da cepa MPRO/BR/1972/M1841-LV-79 de L. amazonensis foram
cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (Fernandes & Castellani, 1966) pH 7,2; ¢ as
formas promastigotas da cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263 de L. infantum foram cultivadas
em meio 199. Os meios de cultura foram suplementados com 25 mg/L. de Haemin (ICN); 10%
de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab); estreptomicina/penicilina (100 mg/mL; 100
uM/mL) e as culturas de parasitas foram mantidas em estufa a 26°C, até a fase logaritmica
tardia de crescimento (1x107 parasitos/mL), para a realizacio dos bioensaios de atividade anti-
amastigota (Clementino et al., 2018; Velasquez et al., 2016, 2017).

3.2 Moléculas

A sintese dos compostos, realizada pelo grupo Lapdesf da FCFAr associado ao grupo
Inovaleish realizou a sintese dos derivados, a qual foi dividida em trés séries estruturais,
considerando a diferenca quimica entre as moléculas. A primeira série (Série A) consistiu na
sintese dos derivados nitroimidazooxazodis. A segunda série (Série B), consistiu na sintese dos
derivados hidrazonas, sendo estes para inibicdo da forma amastigota dos parasitas L. infantum
e L. amazonensis. A terceira série (Série C), consiste da sintese dos derivados
peptideomiméticos contendo os nucleos nitroimidazooxazol e nitroimidazoxazina em etapa de
obtengdo dos intermediarios.

3.3 Avaliacao da citotoxicidade em macrofagos peritoneais de camundongo

Para a obtengdo de macrofagos peritoneais foi injetada uma solucao de tioglicolato de sédio a
3%, via intraperitoneal, em camundongos Swiss de acordo com a metodologia previamente
estabelecida (Velasquez et al., 2017). Seguidamente, 5 x 10° células /mL foram semeadas em
placas para a aderéncia das células em estufa a 37°C com 5% COz-ar em meio RPMI 1640
suplementado com 10% SFB e estreptomicina/penicilina (100 mg/mL; 100 uM/mL), contendo
concentragdes decrescentes dos diferentes compostos (500 — 5 uM), a um volume final de 100
uL por pogo, por 24 h. Logo ap6s o periodo de incubagdo a viabilidade celular foi mensurada
por meio do ensaio colorimétrico do MTT de acordo com (Velasquez et al., 2016) com algumas
modificagdes (Clementino et al., 2021). A partir dos dados de absorbancia medida, que ¢
diretamente proporcional ao percentual de macrofagos vivos, o valor da atividade citotoxica
das moléculas na qual o 50% das células se vé afetada pelo tratamento (CCso) foi determinado.
Os experimentos foram realizados em triplicatas experimentais e bioldgicas. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrao.

3.4 Avaliacao da atividade anti-amastigota

A avaliacdo da atividade antileishmanial das moléculas frente as formas amastigotas
intracelulares de L. infantum e L. amazonensis foram realizadas de acordo com a metodologia
previamente estabelecida por (Clementino et al., 2021; Velasquez et al., 2016). Em resumo,
macrofagos peritoneais de camundongo em meio RPMI 1640 foram semeados a uma densidade
de 5 x 10° células/mL (500 uL de volume final) em placas de 24 pogos contendo laminulas
circulares de 13mm. Apds 6 h de incubagdo a 37°C e 5% COq-ar para a aderéncia dos
macrofagos, as formas promastigotas de L. infantum ou L. amazonensis na fase estacionaria de
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crescimento (6-7 dia) foram adicionadas aos pog¢os numa propor¢do de 1:10 ou 1:5
(macrofagos: promastigotas), respectivamente. Apds, 18h de infegdo foi realizada uma
lavagem com PBS 1X para retirada dos parasitos nao internalizados e adicionado meio fresco
contendo concentracdes decrescentes dos compostos (30 — 0.94 uM). As placas foram
incubadas por 24h a 37°C e 5% COz-ar. Como controles foram usados macréfagos nio
infectados e macrofagos infectados sem tratamento. A Miltefosina foi utilizada como controle
positivo. Apos a incubagdo com os compostos, as células foram fixadas com metanol e coradas
com Giemsa. A concentragdo na qual inibe-se o crescimento de 50% das amastigotas
intracelulares (ICso) foi obtida pela contagem do numero de amastigotas intracelulares
presentes em 100 macrofagos em duplicata de trés experimentos independentes. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrao. Adicionalmente, foi determinado o valor do
indice de infecgao que ¢ calculado pela multiplicagdo da porcentagem de células infectadas e
a média do numero de amastigotas por macrofago infectado. Assim como também foi
determinado o valor do indice de seletividade (IS = CCso-macrofagos/IC50-Leishmania).

3.5 Ensaio enzimatico - CPB

O ensaio de avaliacao da inibi¢ao da atividade enzimatica da CPB pelas moléculas foi realizado
de acordo com metodologia previamente estabelecida com algumas modificagdes (Clementino
et al., 2021; Moreira et al., 2022). Em resumo, a uma solugdo contendo 100 mM de buffer de
acetato pH 5,5, 200 mM NaCl, 0,01% v/v Triton X-100 e 2 mM DTT foram adicionados 7 nM
CPB a 37 °C em placas pretas de 96 pocos. A seguir a enzima foi incubada por 2 min com os
inibidores selecionados antes da adigdo do substrato 4 uM Z-FR-AMC. A reacdo foi
monitorada por 5 min através da emissdo de fluorescéncia a 460nm (excitagdo 380 nm) a qual
¢ proporcional a hidrodlises do substrato. Todos os compostos foram avaliados a 20 uM, e os
compostos capazes de inibir a enzima a 20 puM (inibicdo < 20 pM) foram selecionados e
testados novamente a 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,62 uM e 0,3 uM para determinar os
valores de ECso (Concentracdo inibitoria efetiva ao 50% frente a enzima). Cada experimento
foi realizado em duplicata. Como controle foi realizado o mesmo procedimento na auséncia de
inibidor. Os resultados foram expressos como média e SD de dois experimentos independentes.

3.6. Ensaio de estabilidade em soro ativo e pH 2

Para avaliar a estabilidade do composto 1 (denominado PEPO1), foi realizado um ensaio de
degradacdo em soro sanguineo humano e em solu¢do com pH 2. O soro humano foi utilizado
para simular potenciais intera¢des entre 0 composto € os componentes sanguineos. Como o
ensaio in vivo (descrito posteriormente) envolveu administragdo oral por gavagem, foi
necessario avaliar a degrada¢ao do composto em condic¢des gastricas. O ensaio foi adaptado da
metodologia descrita por Santos-Filho (2017), com modificagcdes. Resumidamente, foram
preparadas solugdes estoque da molécula (1 mg/mL em PBS, pH 7,4) e uma solucao de soro a
25% (v/v) diluida em PBS. Volumes iguais (100 pL) de cada solugdo foram misturados e

incubados a 37 °C. Os tempos de amostragem para analise de degradacdo foram definidos em
Oh,2h,4h,6he24h.

Em cada ponto de tempo, 100 pL de etanol a 96% foram adicionados para interromper a reacao,
seguido de centrifugacao a 1000 g por 2 min. O sobrenadante resultante foi analisado por HPLC
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analitico em modo analitico, com coluna C18 (25 cm % 10 mm) e elui¢do utilizando um
gradiente de 5 a 95% de solvente B (acetonitrila com 0,036% de TFA) e solvente A (4gua com
0,045% de TFA) ao longo de 30 min, com vazao de eluente de 1 mL min-1. O sobrenadante
restante foi congelado em nitrogénio liquido e liofilizado para andlise futura de produtos de
degradagdo por espectrometria de massas na configuracdo ESI-IT-MS (LCQ Fleet, Thermo
Fisher Scientific), com um analisador de armadilha de ions em modo de eletrospray positivo
(M+H)+ e uma faixa de 200-2000 g mol-1. Os resultados foram expressos com base no perfil
de degradagao da molécula ao longo do tempo.

3.7. Avaliacao da toxicidade em modelo alternativo de Galleria mellonella

O ensaio de dose letal em Galleria mellonella foi realizado conforme descrito por (Silva et al
2024), com pequenas modificagdes. Larvas de coloragdo clara sem melaniza¢do, medindo 2—-3
cm de comprimento e pesando entre 180-300 mg, foram selecionadas e incubadas a 37 °C sem
alimento por 24 h antes do experimento. As larvas foram divididas aleatoriamente em seis
grupos de dez individuos cada e injetadas na proleg direita usando uma seringa de insulina com
10 puL das respectivas solugdes: PBS (G1), PBS com 6% DMSO (G2) e PEP-01 (17,1 pg) em
6% DMSO (G3). Apds o tratamento, as larvas foram mantidas a 37 °C em placas de Petri e
monitoradas diariamente por cinco dias. O estado de satide foi avaliado com base no Sistema
de Pontuagdo do Indice de Saude (1-10), que considera a mobilidade larval, a formagio do
casulo, a melanizagdo e a sobrevivéncia, conforme descrito por Loh (2013). Os resultados
foram analisados estatisticamente usando o software GraphPad Prism em pelo menos trés
experimentos independentes.

3.8. Avaliacao da eficacia e seguranca in vivo do composto 1 em modelo murino de
leishmaniose visceral

A eficacia antileishmanial in vivo do composto 1 foi avaliada usando como modelo murino
camundongos BALB/c machos (6 semanas de idade, 27 + 1,1 g; CEMIB-UNICAMP)
infectados via intraperitoneal com 100 pL (1 x 10®) de promastigotas de Leishmania infantum
em fase estacionaria. Apos 15 dias de progressao da infecc¢ao, os animais foram tratados com
PEP-01 por gavagem oral, uma vez ao dia por cinco dias consecutivos, na dose de 0,77
mg/kg/dia. A dosagem foi extrapolada com base na ICso do composto e na relagdo volume
sanguineo/peso corporal murino (Clementino et al., 2021). O medicamento de referéncia
miltefosina (Cayman Chemical®) foi administrado sob o mesmo esquema na dose de 7,7
mg/kg/dia (Clementino et al., 2021). Os controles negativos incluiram camundongos
infectados, ndo tratados e camundongos infectados tratados com PBS (veiculo). As solucdes
de trabalho foram preparadas recentemente em PBS antes da administragdo. Os animais
tratados com miltefosina serviram como grupo de controle positivo. Ao final do tratamento, os
camundongos foram eutanasiados, e tecidos do figado e do baco foram coletados para
quantificacdo da carga parasitaria. Além disso, sangue cardiaco também foi coletado apds a
eutanasia para avaliar a toxicidade sist€émica. Marcadores bioquimicos da funcao hepatica e
renal — AST, ALT, ALP, creatinina, ureia e bilirrubina total — foram analisados. Impressdes
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dos tecidos coletados foram preparadas em laminas de vidro, coradas com Giemsa e analisadas
em microscopia de luz. A carga parasitaria foi expressa em Unidades Leishman-Donovan
(LDU), calculadas como o numero de amastigotas por 1.000 nucleos de células hospedeiras
por grama de tecido, seguindo o método descrito por Stauber (1958), Sousa-Batista (2018) e
Kwofie (2019). Os resultados da carga parasitaria foram expressos como média + EPM.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividades biologicas de derivados de dipeptidil nitrila: citotoxicidade, inibicao
enzimatica da CPB e atividade anti-amastigota contra L. infantum e L. amazonensis.

A citotoxicidade de uma série de 9 derivados de dipeptidil nitrila, Figura 1, foi avaliada contra
macrofagos peritoneais murinos (CCsp), conforme reportado na Tabela 1. Os resultados
apresentados indicam que estes derivados nao sdo citotoxicos na concentragdo maxima testada
(300 uM) nas células murinas em comparagdo com o farmaco de referéncia utilizado para o
tratamento das leishmanioses, a miltefosina (88,2 + 5,3 uM).

O efeito dos derivados de dipeptidil nitrila na atividade da cisteina protease recombinante
LmCPB2.8ACTE, avaliado pelo ensaio de inibi¢do enzimatica dose-resposta, demonstrou
atividade inibitoria frente a enzima CPB de Leishmania. Destacam-se os compostos 1 € 6 que
apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo (=84 e 93%, respectivamente) na
concentracdo maxima testada (20 pM).

A atividade anti-amastigota dos derivados testados frente a L. infantum e L. amazonensis ¢
apresentada na Tabela 1. Os resultados demonstram que os compostos 1-3, 6 e 7 apresentam
atividade antileishmanial contra as formas amastigotas intracelulares — o estagio clinicamente
mais relevante do parasita — de L. amazonensis, enquanto os compostos 1, 4 e 8 apresentam
atividade contra L. infantum. Contudo, s6 o composto 1 (ECso =4,6 £ 1,6 € 3,9 = 0,5 para L.
amazonensis € L. infantum, respectivamente) cumpre o critério da DNDi que indica que um
composto ¢ considerado um lead se seu valor de ECso ¢ menor que 10puM.

Por outro lado, os compostos 4 e 8 (Figura 1), que apresentaram uma atividade relevante frente
a L. infantum (ECso = 14,7 = 3,2 ¢ 18,8 = 4,0 uM, respectivamente), contém um grupo
fluorofenil em suas estruturas, o que sugere que essa modificagdo favoreceu sua atividade
leishmanicida em comparag¢do ao observado frente a L. amazonensis (ECso > 30 uM). Nao
obstante, a troca do anel aromatico e a adi¢@o de diferentes substituintes na posi¢ao -Para deste
anel ndo incrementaram sua atividade leishmanicida quando comparado ao composto 1, que
mostrou ser o mais potente e mais seletivo frente a ambas as espécies de Leishmania (S1 = 65
para L. amazonensis ¢ SI = 77 para L. infantum), com uma alta inibi¢do enzimatica (L.
amazonensis - ECso: 4,6 uM; L. infantum - ECso: 3,9 nM), demonstrando a eficicia do desenho
de farmacos baseados no alvo devido a forte correlagdo entre a inibicao da CPB e a atividade
antiamastigota. Destaca-se ainda, que o composto 1 demonstrou aproximadamente o dobro da
poténcia do medicamento de referéncia miltefosina contra L. infantum, conforme indicado por
um valor de ECso duas vezes menor (3,9 = 0,5 uM vs. 7,8 £ 0,1 uM) e um indice de seletividade
cerca de sete vezes maior (SI=77 vs. SI=11). Isto posto, sugere que a eficacia e seletividade
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aprimoradas em relacdo ao medicamento de referéncia sao um indicativo do potencial desta
molécula para estudos in vivo e possiveis modificagdes estruturais para aprimorar sua atividade.

Tabela 1. Citotoxicidade em células de mamiferos (CCso), inibi¢cdo da enzima CPB (ICso) de
Leishmania e atividades antileishmanial (ICso-AMA) dos derivados de dipeptidil nitrila. Os
dados sao expressos como médias + desvios-padrdo (DP) de trés experimentos independentes
(P < 0,05). La  Leishmania  amazonensis, Li:  Leishmania  infantum.
Indice de Seletividade (IS=CCso/ECso-AMA) destacado em negrito. NA = nenhuma atividade
inibitdria observada na concentragdo méaxima testada 20 uM.

Compostos % inibi. CPB ICsp CCs La Li
(20 pM) (nM) (nM)
1 83,9+22 4,3+0,2 > 300 4,6 + 1,6 (~65) 3,9+ 0,5 (~77)
2 56,7+3.8 >20 >300 14,6 = 0,3 (~21) >30 (~10)
3 351+32 >20 >300 21,6 £ 1,0 (~14) >30 (~10)
4 41,5+£7,6 >20 >300 >30 (~10) 14,7 + 3,2 (~20)
5 36,8 6,7 > 20 >300 >30 (~10) >30 (~10)
6 93,2+ 0,9 0,8+ 0,1 >300 23,0+ 1,7 (~13) >30 (~10)
7 39,1+4.9 >20 >300 12,3+ 1,7 (~24) >30 (~10)
8 48,3 0,7 > 20 >300 >30 (~10) 18,8 +£4 (~16)
9 31,7+ 4,6 > 20 >300 >30 (~10) >30 (~10)
Miltefosina* NA NA 88,2+5,3 5,4+ 0,3 (~16) 7,8+ 0,1 (~11)
E64%* 99,4+ 5,0 <0,3 NA NA NA

* A miltefosina foi usada como controle para L. amazonensis (La) e L. infantum (Li);
**E64 foi usado como inibidor de controle para CPB.

Figura 1. Estruturas quimicas dos derivados de dipeptidil nitrila com atividade anti-
leishmanial.
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4.2. Avaliacao da toxicidade em modelo alternativo de Galleria mellonella

Larvas de G. mellonella, usadas como modelo alternativo ao uso de animais, permitem a
avaliagdo pré-clinica de moléculas para garantir que os candidatos a leads ndo apresentem
toxicidade frente a organismos mais complexos aos utilizados inicialmente nos screening in
vitro com cé¢lulas de mamifero. Neste estudo, G. mellonella foi utilizada para avaliar a dose
letal do composto 1 (95 mg/Kg/dia). Para isso, foi atribuida uma pontuacao do estado de saude
das larvas de acordo com o Sistema de Pontuagio do Indice de Saude (1 a 10), que analisa
quatro principais caracteristicas observadas: mobilidade larval, formacdo de casulos,
melanizagdo e sobrevivéncia. Apds os testes, observou-se que os animais inoculados com
composto 1 (DMSO 6%) mantiveram os aspectos de mobilidade, formacdo de casulos,
melanizagdo e sobrevivéncia, sem causar mortes, conforme demonstrado nas Figuras 2 e 3.
Estes dados sugerem que o composto 1 ndo € toxico na dose letal testada.

Figura 2. Estado de satude das larvas de Galleria mellonella apds 5 dias de tratamento com o
composto 1 (PEPO1). Os dados expressos neste grafico foram analisados utilizando o software
Graph Prism em triplicata independente.
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Figura 3. Porcentagem de sobrevivéncia de larvas de Galleria mellonella durante os 5 dias de
tratamento com o composto 1 (PEP0O1). Os dados expressos neste grafico foram analisados
utilizando o software Graph Prism em triplicata independente.
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4.3. Avaliacao da eficacia e seguranca in vivo em modelo experimental de leishmaniose
visceral em camundongos BALB/c infectados com L. infantum tratados com composto 1.

A avaliagdo da atividade leishmanicida in vivo do composto 1 foi realizada considerando os
resultados obtidos nos ensaios in vitro, como atividade inibitoria da CPB, baixa citotoxicidade,
alta poténcia contra amastigotas de L. infantum e L. amazonensis, bem como os bons resultados
obtidos em estudos adicionais, ADME in silico (Anexo I), no qual o composto resultou ser
drogavel, hidrossoluvel, moderadamente lipofilico e atender aos parametros farmacocinéticos,
o que o faz um bom candidato para ser utilizado por via oral; adicional aos resultados obtidos
no ensaio de dose letal in vivo em Galleria mellonella. Camundongos BALB/c infectados com
L. infantum, espécie causadora da leishmaniose visceral, 20 dias ap0s a infec¢do, foram tratados
oralmente por 7 dias, uma vez ao dia, com o composto 1. Apds esse periodo, os animais foram
eutanasiados, baco e figado coletados, e a carga parasitaria desses 6rgdos foi determinada por
dilui¢do limitante e indice LDU. Adicionalmente, analises dos biomarcadores hepaticos e
renais foram realizados utilizando o soro coletado do sangue dos animais ao final do estudo
para verificar danos ao figado e aos rins dos animais. Apods o tratamento, verificou-se que o
Composto 1 apresentou redugdo da carga parasitaria de aproximadamente 41% no figado dos
animais, utilizando o método de diluicao limitante (Figura 4), quando comparado ao grupo de
animais infectados nao tratados, corroborando os resultados obtidos utilizando a metodologia
do indice LDU, que apresentou uma reducao de 44% (Figura 6). No bago dos animais, por sua
vez, os resultados indicaram que a carga parasitaria foi reduzida em 47% quando avaliado
utilizando o método de diluicao limitante (Figura 5) e 55% para o indice LDU (Figura 7).
Adicionalmente, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
farmaco de referéncia. Contudo, os animais tratados com miltefosina apresentaram uma
reducdo da carga parasitaria de 32% e 51% utilizando o método de dilui¢do limitante (Figuras
4 e5), e reducao de 65% e 52% utilizando o indice LDU (Figuras 6 e 7), no figado e no baco,
respectivamente,

Figura 4. Quantificagdo da carga parasitaria no figado de camundongos BALB/c infectados
com L. infantum pelo método de diluicao limitante. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrao (DP) dos animais infectados tratados por 7 dias em diferentes grupos, a saber:
infectados, nao tratados, Miltefosina (7,7 mg/kg/dia), Composto 1 (0,77 mg/kg/dia).
*Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo de animais infectados, ndo tratados, e
aqueles tratados com Miltefosina e Composto 1 (p < 0,05).
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Figura 5. Quantificacdo da carga parasitaria no bago de camundongos BALB/c infectados com
L. infantum pelo método de dilui¢do limitante. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo dos animais infectados tratados por 7 dias em diferentes grupos, a saber: infectados, nao
tratados, Miltefosina (7,7 mg/kg/dia), Composto 1 (0,77 mg/kg/dia). *Diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de animais infectados, ndo tratados, ¢ aqueles
tratados com Miltefosina e Composto 1 (p < 0,05).
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Figura 6. Quantificacdo da carga parasitaria no figado de camundongos BALB/c infectados
com L. infantum utilizando o indice LDU. Os dados sdo expressos como média = desvio padrao
(DP) dos animais infectados tratados por 7 dias em diferentes grupos, a saber: infectados, nao
tratados, Miltefosina (7,7 mg/kg/dia), Composto 1 (0,77 mg/kg/dia). *Diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de animais infectados, nao tratados, e aqueles
tratados com Miltefosina e Composto 1 (p < 0,05).
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Figura 7. Quantificacdo da carga parasitaria no bago de camundongos BALB/c infectados com
L. infantum utilizando o indice LDU. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao
(DP) dos animais infectados tratados por 7 dias em diferentes grupos, a saber: infectados, ndo
tratados, Miltefosina (7,7 mg/kg/dia), Composto 1 (0,77 mg/kg/dia). *Diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de animais infectados, ndo tratados, e aqueles
tratados com Miltefosina e Composto 1 (p < 0,05).
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As analises dos parametros bioquimicos hepaticos e renais indicaram que os animais infectados
e ndo tratados apresentaram aumento nos niveis de bilirrubina total (Figura 8 A), acompanhado
de elevagdo da fosfatase alcalina -ALP- (Figura 8B). Por outro lado, nos animais infectados e
tratados com o composto 1, observou-se aumento da bilirrubina total, porém com reducao nos
niveis de ALP. Esse padrdo sugere que o distirbio estd mais relacionado a uma lesdo
hepatocelular do que a um processo colestatico. Como a ALP tende a se elevar em casos de
obstrucao biliar ou colestase, a sua reducao ou manutencao em niveis normais indica auséncia
de obstrucao significativa dos canais biliares. Assim, os resultados apontam para uma possivel
disfuncao hepatica associada ao comprometimento metabolico esperado em decorréncia da
infeccdo (Figura 8).

Para os niveis de ALT e AST, o grupo tratado com o Composto 1 apresentou um aumento
destes dois biomarcadores em comparagdo aos niveis obtidos para os animais sadios e
infectados com L. infantum. A literatura sugere que niveis aumentados desses biomarcadores
podem indicar lesdo hepatica e, portanto, o composto 1 pode induzir hepatotoxicidade (Figura
8C e 8D).
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Em relacao aos marcadores bioquimicos relacionados com a fungao renal (Creatinina e Ureia,
Figura 8E e 8F), os grupos infectados e tratados com o composto 1 apresentaram niveis normais
de creatinina e uma diminui¢ao significativa dos niveis de ureia. Este ultimo achado sugere que
a diminui¢@o dos niveis de ureia pode estar associada a uma causa pré-renal, que pode induzir
uma alteracdo metabolica leve, com auséncia de disfuncdo renal (Figura 8F).

Figura 8. Niveis plasmaticos de biomarcadores de funcdo hepatica e renal em camundongos
BALB/c nao infectados e infectados com L. infantum ap6és 5 dias de tratamento como
Composto 1 e a miltefosina. (A) Bilirrubina total, (B) ALP, (C) ALT, (D) AST, (E) Creatinina,
(F) Ureia. Os dados sao expressos como média = DP. *Diferenga estatisticamente significativa
com animais ndo infectados (animais saudaveis); a: diferenga estatisticamente significativa
com animais infectados e ndo tratados; f: diferenga estatistica entre os grupos tratados com o
farmaco de referéncia. (p < 0,05).
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5. CONCLUSOES

O composto 1 ¢ capaz de inibir ~85% da atividade enzimatica da enzima CPB de Leishmania
e cumpre com as recomendagdes do DNDi associadas a atividade in vitro de moléculas
candidatas para estudos in vivo (IC50 < 10 uM; SI> 10).

Animais tratados via oral, por 5 dias, com o composto 1 apresentaram uma diminui¢ao da carga
parasitaria de 40% a 50% nos 6rgdos afetados com uma dose 10 vezes menor (0,77 mg/Kg/day)
a utilizada com o fdrmaco convencional para o tratamento (Miltefosina). Contudo este
composto pode afetar a fungdo hepatica sem induzir um comprometimento da fungado renal, o
que sugere seu alto potencial como prototipo para o desenho racional de farmacos baseados no
alvo.
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ANEXO |

Resultados do Analise in silico ADME do Composto 1 (www.swissadme.ch)

WHeQeFE Water Solubility
Lo Log S (ESOL) © 256
Solubllity 2.00e-01 mg/mi ; 2. 76e-03 mol
FLEX . SIZE Class © Soluble
HN—==MN ’
Log S (Adi) & -3.51
i Y | Solubility 8.92e-02 mg/mi ; 3.08e-04 mol!
>:a L Class @ Soluble
o ox, mSATY L~ roLsr  Log S(SILICOSHT) © -3.88
H,I:X Solubility 3.80e-02 mg/ml ; 1.31e-04 mol
s Class © Soluble
NsCLy
Pharmacokinetics
SMILES N#CNC(=0)CiCclccecc1INCI=000C(CHCIC Gl absorption © High
Physicochemical Properties BEB permeant © MNao
Formula C15H13N3I03 P-gp substrate © No
Molecular weight 289.33 gimol CYP1A2 inhibitor © No
Num. heavy atoms 21 CYP2C19 inhibitor © No
MNum. arom. heavy atoms 6 CYP2C0 inhibitor © No
Fraction Csp3 0.40 CYP2D6 inhibitor © No
Mum. rotatable bonds g CYP3A4 inhibitor © No
:z: EEE:: E:':ED?:DES ; Log K (skin permeation) © -6 67 cms
Molar Refractivity T713 REOSeesS
IPSA © 9123 A2 Lipinski € Yes; 0 violation
' Lipophilicity Ghose © Yas
Log Py, (ILOGP) & 293 veber © Yas
Log Py, (XLOGP3) © 1497 Egan ves
o Muegge © Yes
Log Forw (WLOGF) © 172 Bivavailabity Score © 0.55
Log Py, (MLOGP) @ 133 Medicinal Chemistry
Log Py, (SILICOS-IT) © 141 PRINS © D alert
Consensus Log Py, @ 187 Brenk © 2 areljs_ cyanale_aminonitrile_thiocyanate,
enaming ©
Leadiikeness © Nao; 1 vioiation: Rotors=T7

Synthatic accessiblity © 284
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