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RESUMO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por parasitas do género
Leishmania e acometem milhares de pessoas no mundo anualmente. Até 0 momento, ha
poucos farmacos disponiveis para o tratamento destas doencas, além de apresentarem
elevada toxicidade, efeitos colaterais graves e baixa eficacia, o que torna urgente a busca
por novas opcdes terapéuticas. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo identificar
compostos guanidinicos com atividade leishmanicida e potencial atividade inibitoria da
enzima cisteino protease rCPB2.8, importante fator de viruléncia do parasita Leishmania.
As moléculas foram avaliadas frente a Leishmania infantum e/ou Leishmania
amazonensis, com destaque para os compostos G1, G2, G3, G7 e G30, os quais
apresentaram poténcia frente a promastigotas de L. infantum, com destaque para G1, G6
e G7, as quais também mostraram-se promissoras frente a amastigotas intracelulares
(ICs0oama < 10 puM), além de serem pouco citotoxicas quando avaliadas em macréfagos
murinos, indicando indice de seletividade > 10. Em busca de potenciais alvos moleculares
para entendimento do mecanismo de acao, estes derivados guanidinicos foram avaliados
guanto a sua capacidade de inibicdo da enzima recombinante rCPB2.8, uma protease
importante para sobrevivéncia e viruléncia de Leishmania spp, sugerindo que G6 tenha
esta protease como potencial alvo de agéo, (ICsocrs = 6 UM) , com andlise do grafico duplo-
reciproco Lineweaver e Burk, indicando que esta molécula diminui a afinidade da enzima
pelo substrato. Ensaios in vivo em modelo experimental Balb/c infectado com L.
amazonensis, seguindo um protocolo de tratamento de administracdo intraperitoneal de 2
mg/Kg/dia, durante 15 dias, mostram que G6 e G7 levaram a diminuicdo das lesfes
cutaneas dos animais, com reducdo da carga parasitaria de 79,4% e 66,5%,
respectivamente, ndo indicando danos hepaticos e renais. Estes dados evidenciam o
potencial desta classe de moléculas para as proximas etapas de desenvolvimento de
farmacos antileishmaniais para o tratamento de leishmaniose cutdnea e também para
leishmaniose visceral.

Palavras chave: Antileishmaniais guanidinicos; Cisteino proteases; Leishmania infantum;

Leishmania amazonensis; Balb/c.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a set of diseases caused by parasites of the genus Leishmania and affects
thousands of people worldwide annually. To date, there are few drugs available for the
treatment of these diseases, in addition to presenting high toxicity, severe side effects and
low efficacy, which makes the search for new therapeutic options urgent. In this sense, this
work aimed to identify guanidinic compounds with leishmanicidal activity and potential
inhibitory activity of the cysteine protease enzyme rCPB2.8, an important virulence factor
of the Leishmania parasite. The molecules were evaluated against Leishmania infantum
and/or Leishmania amazonensis, with emphasis on compounds G1, G2, G3, G7 and G30,
which showed potency against L. infantum promastigotes, especially G1, G6 and G7, which
also showed promise against intracellular amastigotes (ICsoama < 10 pM), in addition to
being little cytotoxic when evaluated in murine macrophages, indicating a selectivity index
> 10. In search of potential molecular targets to understand the mechanism of action, these
guanidinium derivatives were evaluated for their ability to inhibit the recombinant enzyme
rCPB2.8, an important protease for the survival and virulence of Leishmania spp,
suggesting that G6 has this protease as a potential target of action (ICsocps = 6 uUM), with
analysis of the Lineweaver and Burk double-reciprocal plot, indicating that this molecule
decreases the enzyme's affinity for the substrate. In vivo assays in an experimental model
Balb/c infected with L. amazonensis, following a treatment protocol of intraperitoneal
administration of 2 mg/kg/day for 15 days, show that G6 and G7 led to a decrease in the
skin lesions of the animals, with reduction in parasite load of 79.4% and 66.5%,
respectively, not indicating liver or kidney damage. These data show the potential of this
class of molecules for the next steps in the development of antileishmanial drugs for the
treatment of cutaneous leishmaniasis and also for visceral leishmaniasis.

Keywords: Guanidine antileishmanials; Cysteine proteases; Leishmania infantum;

Leishmania amazonensis; Balb/c.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo patologias infecto-parasitarias geradas por espécies de
parasitas do género Leishmania transmitidas através do vetor flebotomineo ao hospedeiro
humano. Sao divididas principalmente como leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar, dentre outras manifestagbes que afetam as mucosas. Estas manifestacdes
clinicas sdo distintas e variam entre Ulceras na pele, mucosas ou acometimento das
visceras (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

O parasita responsavel por essas infec¢des pertence a familia Trypanosomatidae,
género Leishmania e possui duas formas diferentes tanto do ponto de vista morfolégico
guanto biolégico: (1) promastigota, forma extracelular que se desenvolve no inseto vetor e
(2) amastigota, forma intracelular do parasita, que se desenvolve no hospedeiro mamifero
(ALVAR et al., 2012).

O ciclo de vida da Leishmania inicia-se através da picada de fémeas de
flebotomineos do género Phlebotomus ou Lutzomyia, da familia Psychodidae, que durante
0 repasto sanguineo, regurgita formas promastigotas do parasita na derme do hospedeiro
mamifero. O parasita quando em contato com células do sistema fagocitico mononuclear,
principalmente macrofagos, subverte a resposta imunoldgica para escapar dos efeitos
microbicidas destas células. Promastigotas diferenciam-se em amastigotas,
estabelecendo a infeccao (REY, 2008).

O ciclo ira se completar quando o vetor picar novamente outro hospedeiro
contaminado, os macréfagos infectados presentes no sangue que o vetor ingeriu irdo
romper-se e liberar formas amastigotas de Leishmania no trato digestivo do inseto. A partir
desse momento, os parasitas se diferenciam em varios estagios de desenvolvimento
desde a forma prociclica (ndo infectiva) até a forma metaciclica (infectiva) de
promastigotas a medida que se migram no intestino médio do inseto (REY, 2008)

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, dados recentes da Organizacéo
Mundial da Saude mostram que as leishmanioses afetam 98 paises no mundo com mais
de 2 milhdes de novos casos estimados e 350 milhdes de pessoas sob risco de serem

afetadas. Essa parasitose apresenta uma maior prevaléncia e incidéncia em paises da
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Africa, Sudeste asiatico e América Latina, mas também ha registros no sul da Europa
(WHO, 2020).

Existem poucos medicamentos disponiveis para o tratamento das leishmanioses
atualmente. Os mais recomendados sao 0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B (Anf
B) e suas formulacdes lipidicas e pentamidina (PAHO, 2018). Além de existirem poucas
solucdes terapéuticas, esses medicamentos apresentam, em geral, efeitos adversos como
dores musculoesqueléticas, cefaléia, dispnéia, nauseas, vomitos, além de mostrarem
toxicidade hepatica e renal (PAHO, 2018). Outra limitacdo decorrente do uso desses
medicamentos refere-se a administracdo por via parenteral, intravenosa ou intramuscular,
0 que diminui a adesdao dos pacientes ao tratamento, com excecdo da miltefosina
administrada de forma oral (PAHO, 2018). De acordo com a nota informativa n° 13/2020
do Ministério da Saude, a recomendacao de miltefosina foi autorizada recentemente para
o tratamento de leishmaniose cutanea no Brasil, porém, esse farmaco é potencialmente
teratogénico, o que restringe seu uso em gestantes (BRASIL, 2020).

Diante das limitagcbes apresentadas acima, torna-se imprescindivel a busca por
novas alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras. Por esse motivo, o laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular de Tripanossomatideos da FCF-UNESP/Araraquara vem
nos ultimos anos identificando novas moléculas de origem natural ou sintética que
apresentem boa eficacia e baixa toxicidade durante o estagio pré-clinico de
desenvolvimento. Dentre as moléculas sintéticas ja caracterizadas pelo grupo,
destacamos o0s compostos contendo o grupamento N -O0xido, como furoxanos e
benzofuroxanos (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021; DE ALMEIDA, 2017; DUTRA et
al., 2014) e ciclopaladados (VELASQUEZ et al., 2016, 2021, 2017), os quais foram
também caracterizados quanto aos mecanismos de acdo envolvidos, como a inibicdo de
proteases, topoisomerases, alteracdo da homeostase do célcio e da funcédo mitocondrial,
importantes para a sobrevivéncia do parasita (O’ANNESSA; CASTELLI; DESIDERI, 2015;
DAS et al., 2013).

Adicionalmente, compostos guanidinicos, (DO ESPIRITO SANTO et al., 2019;
ESPIRITO SANTO et al., 2014), também mostraram-se bastante promissores para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para as leishmanioses. Em 2019, do
Espirito Santo e colaboradores demonstraram a sintese, caracterizacdo quimica e
atividade antileishmanial de derivados guanidinicos frente a espécie causadora da
leishmaniose cutanea, Leishmania amazonensis, em ensaios in vitro, com destaque para
amolécula LQOFG2 (G2), a qual foi capaz de reduzir a carga parasitaria de camundongos
Balb/c infectados com L. amazonensis (DO ESPIRITO SANTO et al., 2019).

As guanidinas sdo encontradas na natureza e estao presentes em microrganismos,
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plantas, invertebrados marinhos e até mesmo em animais terrestres. Essas moléculas
apresentam varias atividades biologicas (BERLINCK; ROMMINGER, 2016), incluindo
atividades de dilatacdo cardiovascular (SHORT; DARBY, 1968), anti histaminicas (SATOH
et al., 1985), antiparasitarias (ESPIRITO SANTO et al., 2014), leishmanicidas (SALEM;
WERBOVETZ, 2006), com destaque para o0 potencial terapéutico frente a leishmaniose
cutanea (DO ESPIRITO SANTO et al., 2019). Adicionalmente, ha produtos disponiveis no
mercado farmacéutico contendo compostos guanidinicos com aplicagbes importantes
como o polihexametileno biguanida, um biocida com amplo espectro e acdo rapida,
utilizado como agente antisséptico e que se mostra eficaz na diminuicdo da carga
bacteriana em ulceras (BORGES et al., 2018; KATHURIA et al., 2021). Estudos mostram
gue derivados guanidinicos sao potentes em ensaios realizados para investigacéo de suas
propriedades anti - tripanosomatidas, sendo um potencial mecanismo de acéo, a alteragéo
do metabolismo bioenergético (MARTINS et al., 2016) ou inibicdo de cisteino proteases
(CPs) (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016; MCKERROW, 2018).

As CPs sao enzimas hidroliticas, portanto possuem a capacidade de reconhecer de
forma especifica as regides de certas moléculas, clivando-as na presenca de agua. Elas
também realizam a clivagem de ligacdes peptidicas dos aminoacidos dentro da proteina,
0 que as caracterizam como endopeptidases. Estdo envolvidas em diversos processos
patogénicos de doencas parasitarias como a leishmaniose, malaria e doenca de Chagas
(MCKERROW, 2018; VIEIRA; SANTOS; FERREIRA, 2017)

CPs estdo presentes na maioria dos organismos, incluindo plantas, mamiferos,
bactérias, virus e parasitas. Trypanosoma sp. e Leishmania spp. possuem diferentes CPs
(MOTTRAM; BROOKS; COOMBS, 1998), sendo a maioria pertencentes ao cla CA, o qual
compreende enzimas similares a papaina, mas que também inclui as CPs de mamiferos
como as catepsinas B, C, K, L e S. Dentre as CPs de protozoarios pertencentes a este cla,
temos a cruzaina de Trypanosoma cruzi, assim como CPA e CPB de Leishmania e
falcipainas (FP1, 2 e 3) de Plasmodium falciparum (MOTTRAM et al., 2003). A CPA é
codificada por genes em copia Unica e foi descrita em Leishmania major, Leishmania
mexicana e Leishmania infantum, enquanto CPB, por genes de copias multiplas
organizados em tandem. Adicionalmente, as CPBs apresentam uma extenséao C-terminal
nao usual de 100 aminoacidos, que é frequentemente glicosilada, e que pode distingui-la
da demais CPs na superfamilia da papaina (MOTTRAM; COOMBS; ALEXANDER, 2004;
REBELLO et al., 2009).

A CPB, objeto de estudo deste projeto, € um fator de viruléncia do parasita e
contribui para a permanéncia da Leishmania no interior dos macréfagos, subvertendo os

processos microbicidas dos macrofagos (DE ALMEIDA, 2017). As CPBs facilitam a
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diferenciacdo do parasita de formas promastigotas para amastigotas com o objetivo de
empregar diferentes estratégias para escapar dos efeitos microbicidas do hospedeiro,
modulando também as respostas imunes do mesmo, através da inducdo de células T
helper 2 (Th2) e inibicdo das respostas de células T helper 1 (Th1l). Em um mecanismo de
ativacdo convencional, os macréfagos respondem as citocinas Thl, as quais auxiliam na
eliminacdo do parasita, em contrapartida, os macréfagos, quando ativados por citocinas
Th2, contribuem para a sobrevivéncia da Leishmania no interior das células do hospedeiro.
Dentro deste contexto, CPB degrada fatores de transcricdo importantes, interferindo
negativamente na transcricdo de citocinas importantes, tais como IL-12 e TNF-alfa,
importantes para manutencao da atividade anti-inflamatoéria dos macréfagos (CAMERON
et al.,, 2004; MOTTRAM; BROOKS; COOMBS, 1998).Uma das CPBs que foram
estudadas anteriormente como alvo de acdo de compostos leishmanicidas e a forma
recombinante da CPB, LmCPB2.8ACTE (rCPB2.8) de L. mexicana expressa em bactérias
(DE LUCA et al., 2018). Estudos indicam que moléculas que mostraram-se capazes de
inibir essa protease em ensaios in vitro, apresentaram reducéo da carga parasitaria de
Leishmania infantum, como também diminuiram lesées em camundongos BALB/c quando
testadas in vivo (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021).

Vale ressaltar que moléculas guanidinicas também vém sendo estudadas quanto a
atividade inibitéria de outras CPs, como, por exemplo, o derivado guanidinico K11777 que
€ capaz de inibir a cruzaina, a principal CP do protozoario Trypanosoma cruzi, agente
causador da doenca de Chagas, também pertencente a familia Trypanosomatidae. E esse
composto avangou em ensaios clinicos para doenca de Chagas, porém, devido a questdes
de seguranca, ndo prosseguiu ao longo da fase clinica de desenvolvimento, sendo
interrompida no estagio pré clinico. Por esse motivo alguns analogos da molécula K11777
foram caracterizados e avaliados quanto a inibicdo de cruzaina. Nesse aspecto, a
molécula oxi guanidinica WRR483 mostrou ser inibitoria & cruzaina e potente contra T.
cruzi em ensaios in vitro e in vivo (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016; MCKERROW,
2018).

As catepsinas sdo proteases humanas analogas a CPB, influenciam também na
modulacdo da resposta imune frente a patdgenos. Presentes na maioria das células de
mamiferos, incluindo as células apresentadoras de antigenos, atuam ativamente na
degradacao de proteinas exdgenas e enddégenas no lisossomo. Em um estudo anterior,
foi descoberto que as catepsinas humana B e L, funcionam como proteases participadoras
no processamento de antigeno. Foi observado que camundongos infectados com L. major
guando tratados com um inibidor de catepsinas B e L mostraram um aumento no

desenvolvimento de respostas Th2, a qual promove estabelecimento e proliferacdo da



16

doenca. Esse resultado indica uma semelhanca da acdo dessas catepsinas a outras
proteases moduladoras de resposta imune, como por exemplo a CPB que atua na ativacao
de MHC Il para uma resposta do tipo Th2 promovendo a sobrevivéncia da Leishmania,
enquanto a catepsina L ativa MHC Il de forma contraria a CPB, resultando na resposta
Th1 que elimina o parasito (ONISHI et al., 2004). Sendo assim, o estudo da caracterizacao
de moléculas que inibem seletivamente CPB sem interferir na acdo de catepsinas
humanas, é uma forma elegante de identificar compostos para desenvolvimento de novas
drogas terapéuticas para tratamento de leishmaniose.

Diante destes resultados promissores obtidos pelo nosso grupo em 2019 (DO
ESPIRITO SANTO et al., 2019), um dos objetivos deste trabalho é dar continuidade a
pesquisa desse grupo de moléculas, estendendo sua caracterizacdo biolégica frente a
espécie L. Infantum, causadora da leishmaniose visceral, além de avaliar o potencial
destas moléculas em inibir a enzima cisteino protease (CPB) de L. mexicana,
recentemente expressa em Pichia pastoris e purificada pelo nosso grupo de pesquisa (DA
COSTA CLEMENTINO et al., 2021). Adicionalmente, novos ensaios in vivo foram
realizados para ampliar o portfélio de guanidinas capazes de diminuir a carga parasitaria

de camundongos infectados com L. amazonensis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo geral a identificacdo e caracterizacdo das
propriedades leishmanicidas de 16 derivados guanidinicos em estudos in vitro frente
aos parasitas L. infantum e L. amazonensis, avaliacdo do potencial inibitorio destas
moléculas contra rCPB2.8 e estudos de eficacia in vivo dos derivados G6 e G7

utilizando o modelo experimental Balb/c infectado com L. amazonensis.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro

1. Determinacao da atividade anti-promastigota (ICsorro) € anti-amastigota (ICsoama)
frente as espécies L. amazonensis e L. infantum;

2. Determinacg&o da atividade citotoxica (CCso) em macrofagos murinos e do indice
de Seletividade (IS= CCso/ ICs0);

2.2.2 Estudos de mecanismo de acao

1. Avaliacdo do potencial inibitério de moléculas guanidinicas frente a enzima

rCPB2.8 e determinacdo do mecanismo de inibi¢éo;
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2.2.3 Avaliacdo da eficacia in vivo das moléculas G6 e G7 para o tratamento da

leishmaniose cutanea.

1. Infeccdo de camundongos com L. amazonensis
2. Administragao das guanidinas leishmanicidas G6 e G7;
3. Determinacao da carga parasitaria;

4. Avaliacdo de marcadores bioquimicos de fungéo renal e hepatica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo de parasitas e células de mamiferos

Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269) foram
cultivadas em meio LIT adicionado de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solucéo de
antibioticos estreptomicina (10 mg/ mL) e penicilina (10000 uM/ mL) em garrafas de 25
cm? (TPP®) a temperatura de 27 °C. As formas promastigotas de L. infantum
(MHOM/MAG7ITMAP263) foram cultivadas em meio schneider adicionado de 10% de soro
fetal bovino (SFB), 1% antibidticos estreptomicina (10 mg /mL) e penicilina (10000 uM/mL)
e 2% de hemina em garrafas de 25 cm? (TPP®) a temperatura de 27 °C, como previamente
descrito em (DE ALMEIDA et al., 2017; VELASQUEZ et al., 2017).

A curva de crescimento foi realizada ao longo de seis dias determinando-se a

concentragdo de L. infantum e L. amazonensis usando camara de neubauer.

3.2 Compostos guanidinicos

As guanidinas estudadas no presente trabalho foram planejadas, sintetizadas e
caracterizadas pelas suas constantes fisico-quimicas (RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear), EM (Espectrometria de Massas), FTIV (Espectroscopia na regiao do
Infravermelho com Transformada de Fourier), CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia) e Ponto de fusdo) no Laboratério de Quimica Orgéanica Fina (LQOF) liderado
pelo Professor Dr. Eduardo Rene Perez Gonzalez na Unesp de Presidente Prudente.

Os compostos guanidinicos disponibilizados para esse trabalho, sdo: LQOF G1
(G1), LQOF G2 (G2), LQOF G3 (G3), LQOF G6 (G6), LQOF G7 (G7), LQOF G29 (G29),
LQOF G30 (G30), LQOF G32 (G32), LQOF G33 (G33), LQOF G34 (G34), LQOF G35
(G35), LQOF G36 (G36), LQOF G37(G37), LQOF T4 (T4), LQOF T5 (T5) e LQOF T6 (T6).
As estruturas das moléculas G1 a G7 estdo descritas em (DO ESPIRITO SANTO et al.,
2019). As demais, devido ao ineditismo, ndo estdo descritas neste trabalho para fins de
protecdo e posterior redacéo de solicitacdo de pedido de patente junto a Agéncia Unesp
de Inovacéo.

Os compostos: T4, T5 e T6 ‘ndo sao guanidinas’. Estas moléculas correspondem a
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produtos intermediarios na sintese das guanidinas e pelo fato de serem prévios a obtencéo

do composto final da sintese, podem chamar-se de pro-guanidinas.
3.3 Atividade anti-promastigota de compostos guanidinicos

Foi realizado ensaio de viabilidade celular utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazdlio) seguindo o protocolo descrito em (DE ALMEIDA
et al., 2017; VELASQUEZ et al., 2017) com algumas altera¢cdes. A concentracéo de
Leishmania em fase logaritmica foi ajustada para 1x107 promastigotas/ mL e incubadas
em placas de 96 poc¢os. Os compostos guanidinicos foram diluidos de forma seriada em
concentragdes de 100 yM a 1,6 uM (razéo de 1:2) para determinagdo da concentracéo
com atividade inibitéria em 50% dos parasitas (ICsopro). Em seguida a placa foi incubada
em estufa BOD a temperatura de 27 °C por 72 horas.

Ap0ds incubacao, foi adicionado 10 pyL de uma solugdo de MTT 6 mM/PMS 0,7 mM,
seguido por nova incubacédo por 75 minutos. Entéo foi adicionado 100 uL de etanol e 100
ML de isopropanol:PBS (1:1) para solubilizar os cristais de formazana, e logo apds foi
realizada a leitura das absorbancias em espectrofotometro UV/Visivel a 570 nm (Tecan®)
(DE ALMEIDA, 2017).

A porcentagem de parasitos mortos expressos em porcentagem de citotoxicidade
(%C) foi calculada segundo a equacao abaixo (MUELAS-SERRANO; NOGAL-RUIZ;
GOMEZ-BARRIO, 2000).

G- — G
%C = [%
C

]XIOO

Gc=Ac-Am

Gc representa 0 numero de parasitos/ mL nos po¢os controles sem a presenca de
substancia; Ac o valor de absorbancia nos pogos controle de Leishmania (na auséncia de
substancia); Am o valor da absorbancia nos pocos controle (na auséncia de substancia)

sem parasito.

Gp =Ap—-Apm
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Sendo que, Gp representa o numero de parasitos/ mL detectados em diferentes
concentragfes de substancias; Ap o valor da absorbancia nos testes e Apm, o valor da
absorbancia das diferentes concentracdes de substancias na auséncia do parasito.

Ao final foi determinada por regresséo nao linear a concentracao efetiva para 50%
das formas promastigotas (ICsorro) através do software BioEstat, e os dados foram

expressos como média + DP de triplicatas independentes.

3.4 Avaliagcdo da Citotoxicidade dos compostos guanidinicos em Macrofagos

Peritoneais Murinos

Para avaliar a citotoxicidade das moléculas guanidinicas frente a macréfagos de
mamiferos, realizou-se a extracdo de macréfagos peritoneais de camundongos machos
Swiss, com idade entre 4 a 6 semanas. Apos a extragdo, foram distribuidos em placas de
96 pocos na razdo de 5x10° células/poco em meio de cultura RPMI-1640 e depois
mantidos por 6 horas em 37 °C e 5% de COa..

ApoOs o periodo de adesdo dos macrofagos, descartou-se o sobrenadante para
realizar o tratamento e adicionou-se 97 uL de meio RPMI-1640 e 3 uL das moléculas a
serem avaliadas, diluidas em diferentes concentracées iniciando de 300 uM a 2,34 uM.
Deixando também pogos somente com 100 pL de meio RPMI-1640 para controle de
macréfagos sem tratamento. Feito o tratamento, as placas foram deixadas a 37 °C e 5%
COz,como descrito acima, por 24 horas (VELASQUEZ et al., 2016).

Apds incubacao, foi adicionado 10 yL de uma solugdo de MTT 6 mM/PMS 0,7 mM,
seguido por nova incubacéo por 75 minutos. Entéo foi adicionado 100uL de etanol e 100uL
de isopropanol:PBS (1:1) para solubilizar os cristais de formazana, e logo apos foi
realizada a leitura das absorbancias em espectrofotometro UV/Visivel a 570 nm (Tecan®)
(DE ALMEIDA et al., 2017).

Para determinar a concentragao citotoxica em 50% dos macrofagos (CCso), foi feito
uma conversao da densidade Optica obtida em porcentagem de inibicdo, uma analise de
regressao dos dados usando o software BioEstat e os dados foram expressos como média

+ DP de duas replicatas independentes.
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3.5 Célculo do indice de seletividade (IS)

Para determinar a seguranca dos compostos, o IS foi calculado a partir da relagéo
dos resultados obtidos dos ensaios de citotoxicidade de macréfagos peritoneais murinos

(CCso) e dos ensaios anti Leishmania (ICsoama € ICsopro).

CCs0/ICso

IS com valores acima de 10 sugerem que o0 composto pode ser considerado seguro
para ser utilizado em outros testes (KATSUNO et al., 2015).

3.6 Avaliacdo da atividade anti-amastigota de compostos guanidinicos

Para avaliar a atividade anti-amastigota de compostos guanidinicos, seguiu-se a
metodologia descrita por (CLEMENTINO et al., 2018; VELASQUEZ et al., 2016), com
algumas modificacbes descritas a seguir. Foram extraidos macréfagos peritoneais
murinos, os quais foram mantidos durante 24 horas em meio RPMI-1640 a 37 °C e 5% de
COg2, distribuidos em placas de 24 pocgos para aderéncia nas laminulas presentes nos
pocos das placas.

Apbs aderéncia essas células foram infectadas com promastigotas da espécie de
Leishmania a ser testada na fase estacionaria de crescimento, em razdo de 5 parasitas
para 1 macrofago (5:1) para L. amazonensis e incubadas por 18 horas a 37 °C e 5% de
COz2.erazao 10:1 para L. infantum, incubadas por 6 horas a 37 °C e 5% de COz2. O volume
final dos pocos era de 500 pL.

Apos o periodo de infeccao, foi realizada uma lavagem com PBS para remocéao dos
parasitas ndo internalizados e tratados por 24 horas com compostos guanidinicos em
varias concentracdes em razdo de 1:2 (20 uM a 0,62 uM).

Em seguida, o sobrenadante foi removido e as laminulas foram secas a temperatura
ambiente. As células foram fixadas com metanol e coradas utilizando Giemsa (MERCK®
) a 10% em tampéo PBS por 8 minutos.

A determinacdo do ICsoama foi feita posteriormente por contagem sob microscopia
Optica, contando o nimero de amastigotas internalizadas por 100 macréfagos, os valores
obtidos das laminas tratadas foram comparados com o controle correspondente as células
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infectadas na auséncia de quaisquer tratamentos. Os ensaios foram realizados em

triplicatas experimental e biologica.

3.7 Atividade inibitéria da enzima rCPB2.8 frente ao compostos guanidinicos

O ensaio de inibicdo da enzima rCPB2.8 (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021),
foi realizado em placas pretas de 96 pocos contendo:

e Tampéao acetato de sodio 100 mM, pH 5,5 contendo 200 mM de NacCl e
0.01% de Triton-X 100;

e 2nMdaenzimarCPB2.8

e 2 mM de ditiotreitol DTT

e 5 uM de substrato Z-F-Arg-MCA (Calbiochem).

e Os compostos em concentragao de 20 uM.

Em primeiro momento, foi realizado a leitura da fluorescéncia basal, ou seja, a
atividade das substancias sem a presenca da enzima, como tampao, DTT e substrato. Nos
poc¢os sao adicionadas essas trés substancias: 196 uL de tampéao, 2 uL de DTT e 2 pyL de
substrato e realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotémetro UV/Visivel
(Tecan®) a 30 °C por 2 minutos para registrar a fluorescéncia emitida em cada um dos
pOCoS.

Depois, foram preparados novos pog¢os para testar a atividade da enzima sem a
presenca do composto em analise, contendo: 198 pyL de um mix contendo tampéao, DTT e
enzima nas mesmas concentragdes de trabalho e feito uma leitura no Tecan® nas mesmas
condices descritas acima. Apos essa leitura, adicionou-se 2 pL do substrato e realizou-
se uma nova leitura dos mesmos po¢os, para registrar a fluorescéncia.

Finalmente, foi preparado os pogos para o teste de inibicAo da enzima pelos
compostos guanidinicos, contendo: 196 uL de do MIX (Tampao, DTT e Enzima), apds
adicionar o MIX é feito a primeira leitura no Tecan®. Depois foi adicionado a esses po¢os
2 pL do derivado guanidinico nas concentracbes 20 yM, 10 pM e 5 uM, foi feito uma
segunda leitura e por fim, adicionou-se 2 pL do substrato e realizou-se a terceira e ultima
leitura.

Os resultados foram calculados e analisados quanto ao aumento ou diminui¢ao da
fluorescéncia, sendo considerado quanto menor a fluorescéncia do substrato, ap6s adicao
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do composto, maior a inibicao da enzima.

Ao final, foi feito uma comparacéo dos valores de fluorescéncia obtidos nos pocos
do teste de atividade da enzima sem inibidor em relacéo aos valores dos po¢os que foram
adicionados os compostos guanidinicos, sendo descontados o valor da fluorescéncia
basal nas duas situacBes. Os valores foram analisados via regressdo ndo linear a
concentracao efetiva para 50% de inibicdo da rCPB2.8 (ICso-cps) atraves do software

BioEstat, e os dados foram expressos como média + DP de duas replicatas independentes.

3.8 Avaliacdo do mecanismo de inibicdo da enzima rCPB2.8 pelos compostos

guanidinicos

Os ensaios de cinética enzimatica de CPB foram realizados conforme descrito
anteriormente (RIBEIRO, 2018) com algumas modificagdes:
e Tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,5 contendo 200 mM de NacCl e
0.01% de Triton-X100;
e 7nMderCPB2.38;
e 2mMde DTT,;
e Substrato em diversas concentragdes;

e Diferentes concentracdes do Inibidor.

De forma detalhada, cada ensaio foi feito com 0s seguintes passos:

Uma aliquota de estoque de enzima foi rapidamente descongelada a 37 °C e
mantida em gelo até a ativacao, foi incubada por 5 minutos no tampao de ensaio (acetato
100 mM pH 5,5 e 2 nM DTT) e distribuida em placas pretas de 96 pocos em duplicata.
Apoés esse momento, foi adicionado o inibidor em concentracdo fixa incubado por 5
minutos e por fim, foi feita a adicdo de diferentes concentragdes do substrato nos pocos.

A velocidade da reacgéo foi monitorada usando um leitor de microplacas Infinite 200
PRO (Tecan®) através da emisséo de fluorescéncia em 460 nm (excitacdo em 380 nm)
devido a hidrolise do substrato quando adicionado a solugdo sem a presenca do inibidor e
com o inibidor em concentracao fixa.

Foi possivel calcular as velocidades iniciais da hidrélise do substrato através do
software Graphpad Prism com base no coeficiente de regressao linear do ajuste de dados
da Unidade de Fluorescéncia Relativa (MRFU) em funcdo do tempo (min). Também foi
realizada medicdo de controle na auséncia de inibidor (Km) para cada placa.
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E por fim, os dados foram expressos através do grafico duplo reciproco obtido através do
software Graphpad Prism, analisando também os valores de Km e Vmax para determinar

o tipo de inibicdo que ocorreu.

3.9 Avaliagcdo da eficacia in vivo e seguranca em modelo experimental de
leishmaniose cutanea em camundongos BALB/c infectados com L.

amazonensis tratados com compostos guanidinicos G6 e G7

Para avaliar a eficacia dos compostos guanidinicos G6 e G7, fémeas de
camundongos BALB/c, com 5 semanas de idade foram infectadas subcutaneamente com
1x107 promastigotas de L. amazonensis na fase estacionaria na orelha direita e seguiu-se
o protocolo descrito em VELASQUEZ et al., 2017.

Os camundongos foram separados em cinco grupos de cinco animais cada: G1
para o grupo de animais infectados e tratados com veiculo (Tampéao PBS + 1% de DMSO),
G2 o grupo de infectados e tratados com Anf B, G3 grupo de animais infectados e tratados
com o composto G6, G4 grupo dos infectados e tratados com composto G7 e G5 grupo
de animais saudaveis, ou seja, ndo infectados.

Como nao houve formacéo de lesGes 30 dias pés infeccdo, uma nova infeccao foi
realizada seguindo os mesmos procedimentos citados acima. Ao surgir as lesdes com
didametro de 5 a 7 mm segundo as medidas aferidas usando um paquimetro digital
(Mitutoyo), deu-se inicio ao tratamento, aproximadamente 60 dias pos-infeccdo. O
tratamento ocorreu de forma intraperitoneal, usando doses diarias de 2 mg/kg por dia de
Anf B, G6 e G7 por 15 dias.

Para o calculo das doses dos compostos, foi utilizado os valores de ICso obtidos
através de ensaio anti-amastigota (G6 = 17 uM e G7 =7 uM), peso e volume de sangue
do animal (1,5 mL) levando em considerag&o que o volume de sangue de um camundongo
BALB/c se refere a 6% da massa corpérea e 0 peso médio dos animais foi de £ 25 mg. A
partir desse célculo, foi utilizado nos tratamentos doses de 2 mg/kg/dia, essa dose se
refere & exatamente 10x ICso da molécula G7 e aproximadamente 10x ICso de G6. E
importante ressaltar que a dose (2 mg/kg/dia) do farmaco utilizado como referéncia (Anf
B) foi estabelecida em VELASQUEZ et al., 2017.

A cada 3 dias, foi aferido as medidas de diametro e espessura das lesbes usando
0 paquimetro digital (Mitutoyo) seguindo trés parametros: diametro menor (d), diametro

maior (D) e espessura das orelhas (com e sem lesdo). O peso dos animais foi
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acompanhado, assim como também foram tiradas fotos das les6es ao longo do
tratamento.

Ao final do tratamento, os camundongos foram eutanasiados em camara de COz2, o
sangue foi coletado por puncdo cardiaca para coleta do plasma para analises das
alterac6es em biomarcadores de funcdo hepatica e renal. Foram obtidos “inprints” das
lesdes da seguinte forma: Laminas previamente limpas foram colocadas sobre a superficie
das les@es e deixadas em temperatura ambiente até secar e, em seguida, foram coradas
usando Giemsa.

Para a determinacdo da carga parasitaria foi realizada a contagem do nimero de
amastigotas intracelulares nas células contidas nas laminas usando microscopia optica. O
peso da lesdo foi obtido, para calculo do indice LDU (Numero de amastigotas de
Leishmania por 1000 células nucleadas x peso da les&o).

Os ensaios de toxicidade foram realizados em colaboracdo com a Prof2. Dra.
Amanda Martins Baviera do Laboratdrio de Bioquimica e Enzimologia Clinicas da FCFAr,
UNESP. Os biomarcadores determinados foram: bilirrubina total, alanina e aspartato
aminotransferases (ALT e AST, respectivamente), fosfatase alcalina (ALP), ureia e
creatinina, realizados por sistema de identificacdo-espectrofotométrica em analisador
bioquimico semi-automatizado, com utilizacdo de Kits comerciais Labtest Diagndéstica S.A.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o teste de One-
way ANOVA e Two-way ANOVA no programa GraphPad Prism. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p < 0,05.

3.10 Comité de Etica em Experimentac&o animal

Todos os experimentos realizados neste estudo que envolveram o uso de animais,
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP sob os seguintes protocolos: CEUA/FCF/CAr: 12/2021

para os ensaios in vitro e CEUA n°: 32/2020 para o experimento in vivo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados da atividade leishmanicida e citotéxica de compostos guanidinicos

frente a promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. infantum

Para a descoberta de moléculas bioativas, a estratégia de screening fenotipico é
utilizada auxiliando na identificacdo de moléculas que possuem caracteristicas apropriadas
como permeacdo de membranas e viabilidade celular. No entanto, esta abordagem nao
permite a identificacdo do (s) alvo (s) de acéo, informacdo importante no processo de
desenvolvimento racional de drogas para obtencdo de moléculas lideres. Diante do
exposto, neste trabalho, foram utilizados inicialmente critérios de screening fenotipico para
pesquisar a atividade leishmanicida de moléculas guanidinicas, com base nos critérios
descritos por KATSUNO et al., 2015, tendo como parametros as seguintes caracteristicas
para prosseguimento experimental:

1. determinacao da atividade anti-promastigota (ICsopro);
2. avaliacéo de atividade anti-amastigota (ICsoama) das moléculas com ICsopro < 10 pM.
3. 1S>10

Ainda, considerando que ha relatos na literatura de compostos guanidinicos capazes
de inibir proteases parasitarias (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016), decidiu-se
preliminarmente investigar se os compostos em estudo neste trabalho também apresentam
capacidade de inibir a enzima recombinante CPB de L. mexicana, a qual foi expressa em
Pichia pastoris e purificada por Leandro da Costa Clementino, durante o desenvolvimento
de projeto de doutorado (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021; DA COSTA
CLEMENTINO, 2022)

Para os ensaios de determinacao da atividade anti-promastigota e anti-amastigota
descritos a seguir, de acordo com a curva de crescimento de Leishmania, utilizou-se células

nas fases logaritmica ou estacionaria de crescimento, respectivamente.
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Figura 1: Curva de crescimento de formas promastigotas de L. infantum durante 7 dias. Entre os dias 3 e 4
as promastigotas atingiram a fase logaritmica e nos dias 5 e 6, a fase estacionaria.
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Figura 2: Curva de crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis durante 8 dias. Nos dias4 e 5

as promastigotas atingiram a fase logaritmica e nos dias 5 e 6, a fase estacionaria.

Neste estudo, dezesseis moléculas foram avaliadas quanto a atividade
leishmanicida, dentre elas cinco anteriormente investigadas quanto ao seu potencial anti L.
amazonensis in vitro (G1, G2, G3, G6 e G7) (DO ESPIRITO SANTO et al., 2019) e onze
inéditas (G29, G30, G32, G33, G34, G35, G36, G37, T4, T5 e T6). As moléculas G1-G7
tiveram andlise estendida para incluir suas propriedades frente a L. infantum e as demais,
atividade leishmanicida frente as duas espécies.

Considerando os critérios aqui adotados baseados no artigo KATSUNO et al., 2015,

apenas as moléculas que apresentaram poténcia < 10uM contra promastigotas de L.
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amazonensis e L. infantum e seletividade (IS > 10) foram selecionadas para 0s ensaios anti
amastigota subsequentes. Sendo assim, os compostos G1 (ICsopro=5 pM; IS = 160), G2
(ICsopro = 8 UM; 1S= 92), G3 (ICsopro = 10 uM; IS = 83), G7 (ICsopro = 6 pM; IS = 103) e
G30 (ICsopro = 8 uM; IS > 37), foram avaliados quanto a poténcia frente as formas
amastigotas intracelulares de L. infantum. Nestas analises, destacam-se as moléculas G1
(ICs0amA = 6 pM; IS = 133), G6 (ICs0ama =7 pM; IS = 160) e G7 (ICsoama= 6 UM; IS = 103)
(Tabela 1), sendo que G2 e G7 também apresentam atividade leishmanicida frente a formas
amastigotas de L. amazonensis, como previamente relatado (DO ESPIRITO SANTO et al.,
2019) (Tabela 1).

Quanto a citotoxicidade destas moléculas frente a macréfagos peritoneais, das
moléculas testadas até entdo, G1 a G7 tiveram sua toxicidade determinada em DO
ESPIRITO SANTO et al., 2019, enquanto que para o restante de compostos (G29 a T6), a
citotoxicidade é muito baixa e acima de 200 uM (Tabela 1).
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Compostos Atividade anti- Atividade anti- Atividade citotoxica
Guanidinicos L. infantum L. amazonensis em macrofagos
murinos (CCso) uM
promastigota amastigota promastigota amastigota
ICsopro UM (IS) ICs0ama UM ICsopro UM (IS) | ICsoama UM (IS)
(1S)
Gl 5+0,4(160) | 6+0,5(133) | 11£0,7 (70)* | 22 + 3,4 (36)** 802 + 0,3*
G2 8 +2,3 (92) NA* 19+0,2 (38)* | 62,5 (132)* 738 £ 0,3*
G3 10+0,9(83) | 19+1,3(43) | 20+0,1 (42)* | 41 £ 4,1(20)* 827 + 1,6**
G6 13+05(86) | 7+0,5(160) | 26+1 (43)* | 17 £2,1 (65) 1119 + 105,4**
G7 6+0,5(103) | 6+0,4(103) | 16+1 (39)* | 7+0,8 (87)* 619 + 70,2
G29 24 + 3,4 (>12) NA 38 + 1,3 (>8) NA 300*
G30 8+0,1(>37) | 1321,4(23) | 29+0,2 (>10) NA 300*
G32 31+ 1,5 (>10) NA 14+ 1,2 (>21) NA 300*
G33 31+1,5(>10) NA 61 + 1,4 (>5) NA 300*
G34 40 + 9 (>7) NA 53+0,2 (>6) NA 300
G35 20+ 2,1 (>15) NA 56 £ 5,5 (>5) NA 300
G36 23+ 1,2 (>13) NA 37 £ 6,5 (>8) NA 300
G37 15 £ 0,4 (>20) NA 15 + 1,4 (>20) NA 300*
T4 11 +0,6 (>27) NA 42 +0,6 (>7) NA 200*
T5 88 + 4 (>3) NA 56 £ 1,5 (>5) NA 200*
T6 15 + 1,2 (>20) NA 13+ 0,6 (>23) NA 200*
Anf B 20,4 (11) 4 +014(6) | 3+01(8)* | 5+0,14 (5) 23 +2,5%

** Espirito Santo et al., 2019.

* Maior concentracdo testada.

*** Problemas na obtencdo dos macrofagos peritoneais.

NA: N&o avaliado.
IS: indice de seletividade (CCso/ ICso).

Tabela 1: Resultados da atividade leishmanicida de compostos guanidinicos em L. infantum e L. amazonensis

de promastigotas (ICsorro) € amastigotas (ICsoama), atividade citotoxica de macréfagos murinos (CCso) e indice

de seletividade (IS). Os valores estédo apresentados, respectivamente, como média e + desvio padrao.
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4.2 Avaliacdo da capacidade inibitéria dos compostos guanidinicos frente a
protease rCPB2.8

O parasita Leishmania, intracelular obrigatorio, reside no fagolisossomo de células
do sistema fagocitico mononuclear, especialmente macrofagos. Para evadir a resposta
imune do hospedeiro, o parasita utiliza diferentes mecanismos incluindo a secrecdo de
proteases como a CPB para modular a resposta Th1/Th2 do hospedeiro, favorecendo sua
proliferacdo (MOTTRAM; BROOKS; COOMBS, 1998; SIQUEIRA-NETO et al., 2018). A
possibilidade de que inibidores de cisteino proteases sejam utilizados como agentes
antiparasitarios vem sendo explorada (CHEN et al., 2010; DA COSTA CLEMENTINO et al.,
2021; JONES et al., 2016; MCKERROW et al., 1995; ROSA et al., 2022; SELZER et al.,
1997). Cisteino proteases de parasitas e mamiferos apresentam diferentes rotas
preferenciais de processamento e trafego intracelular, caracteristica que pode ser utilizada
para desenho de inibidores mais seletivos para os parasitas (MACH; MORT; GLOSSL,
1994).

Estudos mostram que derivados guanidinicos sdo capazes de inibir a atividade desta
enzima, sendo, portanto, interessantes prototipos para o desenho de novas drogas
antileishmaniais tendo como alvo de acéo as cisteino proteases (CHEN et al., 2010; JONES
et al.,, 2016; MARTINS et al., 2016). Interessante destacar que um destes inibidores, 0
K11777, capaz de inibir a cruzipaina, uma cisteino protease, avancou para estudos de fase
clinica para desenvolvimento de um agente terapéutico para tratamento da doenca de
Chagas, ndo prosseguindo, porém, para as préoximas fases devido a questbes de
seguranca (MCKERROW, 2018). Outras moléculas guanidinicas foram caracterizadas
como anélogos de K11777, como por exemplo o composto WRR-483 e também mostraram
inibicdo da cruzipaina (CHEN et al., 2010; JONES et al., 2016). Dentro deste contexto,
decidiu-se avaliar se as moléculas guanidinicas aqui estudadas apresentam potencial
inibitério frente a enzima rCPB2.8 (DA COSTA CLEMENTINO et al., 2021; DE LUCA et al.,
2018).

Assim, analisou-se o potencial das guanidinas inibirem a rCPB2.8. Inicialmente, na
concentracdo 20 uM, a molécula G6 foi capaz de inibir em 73% a atividade da enzima,
enquanto as moléculas G32, G36 e T5 apresentaram atividade inibitéria de 53, 34 e 9%,
respectivamente. Analises posteriores revelaram que G6 apresenta um valor de ICsocps de
6 M. Importante destacar que G6 em concentragdes de 2 a 10 uM nao inibe as catepsinas

humanas L e B (comunicacédo pessoal, Eduardo R. P. Gonzalez).
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4.3 Cinética enzimatica de rCPB2.8 na presenca de G6

Avancando na investigacdo para entender o mecanismo de acdo da molécula
guanidinica G6 sobre rCPB2.8, foram realizados estudos preliminares de cinética
enzimatica e, assim, avaliou-se o tipo de interacéo do inibidor e enzima, além de verificar
se a interacdo € irreversivel, reversivel competitiva ou incompetitiva ou inibicdo mista
(LEHNINGER, 2014)

ApOs os ensaios onde, diante de concentracdes fixas da enzima (rCPB2.8 7 nM) e
do inibidor (G6 = 6 UM e 10 uM), variou-se a concentracédo do substrato Z-F-Arg-MCA. Os
valores de fluorescéncia emitidos foram utilizados para determinar a velocidade da reagao
em funcéo do tempo para cada concentragéo do substrato (Vo uM/min) através da equacao
de Michaelis — Menten (Km) e, assim, determinou-se via gréfico duplo reciproco de
Lineweaver e Burk, os valores de Km e Vmax (YOSHINO; MURAKAMI, 2009).

A atividade da rCPB2.8 na presenca de concentracdo aumentada de G6, apresentou
valores de Km aumentados, o que sugere que o inibidor estd diminuindo a afinidade da

enzima pelo seu substrato (Tabela 2 e Figura 3).

Vmax Km
w/o 312,5 2,8
w/6 uM 344,8 3,8
w/10 uM | 476 6,6

Tabela 2: Valores de Vmax e Km obtidos através do ensaio de cinética enzimatica de rCPB2.8 na auséncia
(w/o) ou presenca do inibidor G6 em 6 € 10 uM (w/6 uM ou w/10 uM) com concentra¢des diversas do substrato
Z-F-Arg-MCA.
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Figura 3: Grafico duplo reciproco de Lineweaver e Burk mostrando a relagéo entre o reciproco da atividade
da enzima (1/V0) e o reciproco da concentracdo do substrato (1/[S]). A interceptacdo do grafico com a
abscissa da o reciproco da constante de Michaelis-Menten (I/Km) na auséncia (w/0) e na presenca de 6 ou
10 pM (w/6 pM ou w/10 pM) de G6.

Embora algumas moléculas ndo tenham apresentado atividade anti - promastigota
interessante, ainda assim, é importante destacar que estas deverao ser testadas quanto a
potencial atividade anti - amastigota, pois eventualmente essas moléculas podem ter como
alvo de acéao proteinas que sdo importantes para a sobrevivéncia da forma amastigota no
macréfago, mesmo nao tendo relevancia biolégica para promastigota, como é o caso da
enzima rCPB2.8 (DAS et al., 2013). Verifica-se que a molécula G32 (L. infantum ICsopro =
31puM; L. amazonensis ICsopro = 14puM) também € capaz de inibir atividade de
promastigotas, embora muito fracamente, podendo ser modificada para melhorar poténcia

e acao inibitoria frente a protease.
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4.4 Avaliacdo da eficacia do tratamento de leishmaniose cutdnea em camundongos

BALB/c infectados com L. amazonensis utilizando as moléculas guanidinicas
G6 e G7.

Durante o desenvolvimento deste projeto, decidiu-se estender os estudos de
potencial terapéutico frente a leishmaniose cutanea anteriormente realizados (DO
ESPIRITO SANTO et al., 2019), investigando-se a eficacia do inibidor de rCPB2.8, G6
(ICs0ama = 17,2 uM, IS= 65), na diminuicdo da carga parasitaria do modelo experimental
Balb/c infectado com L. amazonensis, incluindo ainda neste estudo a molécula G7 (ICsoama
= 7,1 uM; IS = 87), a qual também apresenta boa poténcia, seletividade e mecanismo de
acdo nao relacionado a inibicdo de rCPB2.8. E importante ressaltar que, embora nio
abordado neste trabalho, estudos de eficacia destes compostos utilizando o modelo murino
para leishmaniose visceral deverdo ser realizados, visto a poténcia e a seletividade destes
frente a L. infantum (Tabela 1).

Camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, oito semanas apos a
infeccdo, quando surgiram lesdes no local da inoculacéo dos parasitas, foram tratados via
intraperitoneal ao longo de 15 dias, uma vez ao dia. Para isso, a progressao das lesoes
nas orelhas dos animais infectados foi acompanhada pela medida do tamanho do diametro
das lesdes (d*D; d = diametro menor e D = diametro maior), espessura, volume das lesbes
e peso dos animais ao longo de todo o tratamento, a cada trés dias.

Apbs o tratamento foi possivel observar boa evolucédo no aspecto das lesdes dos
grupos tratados com G6 e G7 quando comparados ao grupo tratado apenas com o veiculo
(Figura 4), ndo havendo, entretanto, desaparecimento total das lesdes, o que pode estar
associado a importante susceptibilidade dos camundongos BALB/c frente a infeccao por
Leishmania, sendo dificil a cura dessa linhagem, mesmo apos o tratamento com o farmaco

de referéncia (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).
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Grupos Dia 1 Dia 7 Dia 15

Grupo 1

Infectados e
tratados com
PBS + 1%
DMSO

Grupo 2

Infectados e
tratados  com
Anf B. 2
mg/kg/dia

Grupo 3

Infectados e
tratados  com
molécula G6
2 mg/kg/dia

Grupo 4

Infectados e

tratados com a

molécula G7
2 mg/kg/dia

Fonte: Autor

Figura 4: Fotos representativas do desenvolvimento da lesdo na orelha direita de camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis nos dias 1, 7 e 15 de tratamento por via intraperitoneal com PBS, Anf B e

guanidinas G6 e G7.

Apés o final do tratamento, verificou-se que G6 e G7 foram capazes de reduzir as
lesBes quanto ao didmetro, espessura e volume em relagdo ao grupo dos animais tratados

com o veiculo PBS (Figuras 5, 6 e 7).
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Figura 5: Didmetro das lesfes nas orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e guanidinas G6 e G7. O
tratamento diario (1x ao dia) iniciou no 60° dia pés-infeccdo. O desenvolvimento das lesbes foi monitorado
trés vezes por semana. Os valores correspondem as médias do diametro (D x d; D: didmetro maior, d:
didmetro menor) das lesdes para cada grupo e as barras, o desvio padrdo. *Diferenca estatisticamente

significativa entre os animais tratados com G6 e PBS (p<0.01).
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Figura 6: Espessura das lesdes nas orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e guanidinas G6 e G7. O
tratamento diario (1x ao dia) iniciou no 60° dia pés-infeccdo. O desenvolvimento das lesbes foi monitorado
trés vezes por semana. Os valores correspondem as médias da espessura (mm) das les6es para cada grupo
e as barras, o desvio padrao. *Diferenca estatisticamente significativa em relacéo aos animais tratados com
PBS (p<0.05).
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Figura 7: Volume das lesdes nas orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e guanidinas G6 e G7. O
tratamento diario (1x ao dia) iniciou no 60° dia pés-infeccdo. O desenvolvimento das lesfes foi monitorado
trés vezes por semana. Os valores correspondem as médias do volume (v =D x d x e; D: didmetro maior, d:
didmetro menor, e: espessura) das lesdes para cada grupo e as barras, o desvio padrdo. *Diferenca

estatisticamente significativa em relacdo aos animais tratados com PBS (p<0.05).

Para determinar a eficicia do tratamento in vivo, determinou-se a carga parasitaria
dos grupos infectados utilizando o calculo de indice LDU. Verifica-se que apds o tratamento
com Anf B, houve reducao de 60,8% da carga parasitaria, enquanto que para as moléculas
G6 e G7, diminuicdo de 79,4% e 66,5%, respectivamente. Todos os grupos (Anf B, G6 e
G7) apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo tratado apenas com o
veiculo (Figura 8). Interessante notar que, embora 0s ensaios in vitro sugerem que G7 é
2,5 vezes mais potente que G6 (Tabela 1), fatores relacionados com parametros
farmacocinéticos podem estar associados com esta diferenca, desta forma, poderéo ser
futuramente avaliados quando sobre aos aspectos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo
e excrecdo (ADME) destes compostos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).
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Figura 8: Quantificacdo da carga parasitaria de lesdes cutaneas na orelha de camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis utilizando o indice LDU. Os dados estdo expressos como média + DP de
animais infectados e tratados durante 15 dias distintos por grupos, sendo eles: tratados com PBS, Anf B (2
mg/kg/dia), G6 (2 mg/kg/dia) e G7 (2 mg/kg/dia). *Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo de
animais tratados com PBS em relagéo aos tratados com Anf B, G6 e G7 (p<0,001).

Adicionalmente, avaliou-se marcadores bioquimicos de funcéo hepatica e renal para
determinar possiveis efeitos toxicos de G6 e G7. Foram avaliados os niveis plasméaticos
de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina
(ALP), bilirrubina total, creatinina e ureia (Figura 9).

Alteracdes dos niveis de ALT e AST estdo associados a possiveis perdas de
integridade de células hepaticas, no local onde ocorrem os processos de biotransformacao
de farmacos (TIETZ et al., 2001). Neste trabalho, ndo houveram diferencas estatisticamente
significantes para os niveis de ALT e AST obtidos para os tratamentos com relacdo ao
grupo de animais saudaveis, indicando que ndo ha dano para os hepatécitos decorrente da
administracao de G6 e G7 (Figuras 9 A e B).

O aumento de niveis de ALP e bilirrubina no plasma, pode estar relacionado a
possivel obstrucao do fluxo biliar devido a processos patolégicos, ou até mesmo associado
a perda de hepatocitos que podem causar liberacédo de bilirrubina no plasma (TIETZ et al.,
2001). Em relagdo aos niveis de ALP, ndo houveram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos saudaveis e os tratados com G6 e G7 (Figura 9 C).

Ja em relacéo aos niveis de bilirrubina (Figura 9 D), o grupo de animais infectados e
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tratados com PBS apresentou um aumento no nivel de bilirrubina quando comparado ao
grupo de animais saudaveis, o0 que € esperado por consequéncia da doenca (BRADLEY;
IRKLEY SIR WILLIAM, 1977). Constata-se também que os grupos tratados com composto
G7 foram prevenidos de danos hepaticos, visto que apresentaram uma diminuicdo nos
niveis de bilirrubina comparados ao grupo de tratados com PBS, reforcando a seguranca
desta molécula no tratamento de leishmaniose cutanea.

Os rins, sado orgaos geralmente afetados em decorréncia das leishmanioses e entre
os biomarcadores que indicam tais alteracfes renais estdo a creatinina e ureia (WANG,
HONGKAI; JIANG, 2014). De acordo com a figura 9 E e 9 F, os grupos de tratamento
analisados nao exibiram diferencas estatisticamente significativas nos niveis de creatinina,
entretanto, os animais que receberam tratamento com Anf B e o composto G6 exibiram
aumento estatisticamente significativo nos niveis de ureia em relacdo aos animais sadios,
0 que pode indicar um possivel efeito nefrotéxico causado pela prépria doenca, uma vez
gue a leishmaniose cutanea, provoca danos aos rins do hospedeiro mesmo que de forma

mais branda que em casos de leishmaniose visceral (MENESES et al., 2020).
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Figura 9: Niveis plasmaticos de biomarcadores de funcdo hepéatica e renal em camundongos BALB/c nédo

infectados e infectados com L. amazonensis, tratados durante 15 dias com PBS e doses iguais de 2 mg/kg/dia
de Anf B, 4 e 5. A) niveis de ALT; B) niveis de AST; C) niveis de ALP; D) niveis de bilirrubina; E) niveis de
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creatinina; F) niveis de ureia. Os dados dos niveis estdo expressos como média + DP. * Diferenca
estatisticamente significativa com os animais ndo infectados (animais saudaveis) (p <0,05); a: diferenga
estatisticamente significativa com animais infectados, tratados com PBS (p <0,05).

Interessante observar que as moléculas G6 e G7, foram eficazes em reduzir a carga
parasitaria e melhorar os aspectos das lesbes, a um nivel parecido com o tratamento de
Anf B, além de ndo induzirem comprometimento nas funcdes renais e hepéticas.

Visto que para o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas para tratamento das
leishmanioses é necessario levar em consideracdo a eficacia de uma molécula em tratar
0s aspectos da patologia, bem como reduzir a carga parasitaria e ndo ser toéxico para o
organismo, os compostos G6 e G7 atingiram os critérios mencionados, portanto, estes
compostos podem ser considerados promissores e seguros para serem utilizados em

futuras avaliacdes no tratamento de leishmaniose cutanea.
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5 CONCLUSAO

Foram testadas 16 moléculas guanidinicas contra formas promastigotas de L.
infantum e 11 para L. amazonensis, dentre elas, G1 (ICsopro =5 pM; IS = 160), G2 (ICsopro
=8 uM; 1S=92), G3 (ICs0pro =10 uM; IS =83), G7 (ICsopro = 6 UM; IS = 103) e G30 (ICsopro
= 8 uM; IS > 37) se destacaram em sua poténcia em L. infantum. Estas moléculas foram
entdo avaliadas frente a formas amastigotas intracelulares, sendo G1 (ICsoama= 6 UM; IS =
133), G6 (ICs0ama =7 pM; IS = 160) e G7 (ICs0ama = 6 pM; IS = 103) as mais promissoras.

Buscando investigar os mecanismos de acdo dessas moléculas, G6 apresentou
inibicdo a atividade de rCPB2.8 (ICsocps = 6 UM ) e adicionalmente, através de ensaios de
cinética enzimatica pode-se sugerir que G6 diminui a interacdo da enzima rCPB2.8 pelo
substrato. Dados prévios mostraram que as moléculas G6 e G7 possuem poténcia e
seletividade frente a L. amazonensis, sendo assim, foram selecionadas para serem usadas
no tratamento in vivo de leishmaniose cutdnea em camundongos BALB/c infectados com
L. amazonensis com uma dose de 2 mg/kg/dia. O resultado desse tratamento foi muito
satisfatorio, visto que as moléculas guanidinicas diminuiram as lesdes provocadas pela
doenca e reduziram significativamente a carga parasitaria nas lesdes (79,4% e 66,5%
respectivamente), sem causar danos hepéaticos e renais nos animais. Ao final, constata-se
gue os compostos guanidinicos G6 e G7 devem ser investigados como moléculas

promissoras no desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de leishmanioses.



43
6. REFERENCIAS

ALVAR, J. et al. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence. PLoS ONE,
v.7,n.5,2012.

BERLINCK, R. G. S.; ROMMINGER, S. The chemistry and biology of guanidine natural
products. Natural Product Reports, v. 33, n. 3, p. 456-490, 2016.

BORGES, E. L. et al. Effect of Polyhexamethylene Biguanide Solution on Bacterial Load
and Biofilm in Venous Leg Ulcers: A Randomized Controlled Trial. Journal of wound,
ostomy, and continence nursing : official publication of The Wound, Ostomy and
Continence Nurses Society, v. 45, n. 5, p. 425-431, 2018.

BRADLEY, D. J.; IRKLEY SIR WILLIAM, J. K. Regulation of Leishmania populations within

the host | the variable course of Leishmania donovani infections in mice. Immunol, 1977.

BRASIL. Ministério da Saude. Nota informativa n°® 13/2020. Brasilia, DF: Vigilancia de
Zoonoses e Doencas de Transmisséo Vetorial, 2020. Assunto: Orientagdes sobre o0 uso da
miltefosina para o tratamento da Leishmaniose Tegumentar no &mbito do Sistema Unico

de Saude. Disponivel em: https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-

conteudo/publicacoes/estudos-e-notas-informativas/2020/nota-informativa-miltefosina.pdf.

BURZA, S.; CROFT, S. L.; BOELAERT, M. Leishmaniasis. The Lancet, v. 392, n. 10151,
p. 951-970, 2018.

CAMERON, P. et al. Inhibition of Lipopolysaccharide-Induced Macrophage IL-12
Production by Leishmania mexicana Amastigotes: The Role of Cysteine Peptidases and the
NF-kB Signaling Pathway . The Journal of Inmunology, v. 173, n. 5, p. 3297-3304, 2004.

CHEN, Y. T. et al. In vitro and in vivo studies of the trypanocidal properties of WRR-483
against Trypanosoma cruzi. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 4, n. 9, 2010.

CLEMENTINO, L. DA C. et al. In vitro activities of glycoalkaloids from the Solanum
lycocarpum against Leishmania infantum. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 28, n.
6, p. 673-677, 2018.


https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/estudos-e-notas-informativas/2020/nota-informativa-miltefosina.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/estudos-e-notas-informativas/2020/nota-informativa-miltefosina.pdf

44
CROFT, S. L.; SUNDAR, S.; FAIRLAMB, A. H. Drug Resistance in Leishmaniasis. Clinical
Microbiology reviews, v. 19, n. 1, p. 111-126, 2006.

D’ANNESSA, |.; CASTELLI, S.; DESIDERI, A. Topoisomerase 1B as a Target Against
Leishmaniasis. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, v. 15, n. 3, p. 203-210, 2015.

DA COSTA CLEMENTINO. Identificagdo e caracterizagdo de derivados furoxanos e seus
mecanismos de acdo para o tratamento oral da leishmaniose visceral e malaria: uma
contribuicdo para a agenda 2030-UNESP dentro dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel da Organizacdo das Nacdes Unidas. Tese. Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”. Instituto de Quimica de Ararquara. Araraquara, S&o Paulo,
2022.

DA COSTA CLEMENTINO, L. et al. Design, synthesis and biological evaluation of N-oxide
derivatives with potent in vivo antileishmanial activity. PLoS ONE, v. 16, n. November, p. 1—
22, 2021.

DAINA, A.; MICHIELIN, O.; ZOETE, V. SwissADME: A free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules.
Scientific Reports, v. 7, 3 mar. 2017.

DAS, P. et al. Protease inhibitors in potential drug development for leishmaniasis. Indian
Journal of Biochemistry and Biophysics, v. 50, n. 5, p. 363-376, 2013.

DE ALMEIDA, L. Leishmanioses e derivados de furoxano e benzofuroxano : atividade
bioldégica in vitro e in vivo e potenciais mecanismos de acdo. Tese. Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Instituto de Quimica de Ararquara. Araraquara,
Séo Paulo, 2017.

DE ALMEIDA, L. et al. In vivo antileishmanial activity and histopathological evaluation in
Leishmania infantum infected hamsters after treatment with a furoxan derivative.

Biomedicine and Pharmacotherapy, v. 95, n. July, p. 536-547, 2017.

DE LUCA, L. et al. Discovery of benzimidazole-based Leishmania mexicana cysteine
protease CPB2.8ACTE inhibitors as potential therapeutics for leishmaniasis. Chemical
Biology and Drug Design, v. 92, n. 3, p. 1585-1596, 2018.



45

DO ESPIRITO SANTO, R. D. et al. N, N’ N"-trisubstituted guanidines: Synthesis,
characterization and evaluation of their leishmanicidal activity. European Journal of
Medicinal Chemistry, v. 171, p. 116-128, 2019.

DUTRA, L. A. et al. Leishmanicidal activities of novel synthetic furoxan and benzofuroxan
derivatives. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 58, n. 8, p. 4837-4847, 2014.

ESPIRITO SANTO, R. et al. Use of Guanidine Compounds in the Treatment of Neglected
Tropical Diseases. Current Organic Chemistry, v. 18, n. 20, p. 2572-2602, 2014.

JONES, B. D. et al. Synthesis and Evaluation of Oxyguanidine Analogues of the Cysteine
Protease Inhibitor WRR-483 against Cruzain. ACS Medicinal Chemistry Letters, v. 7, n.
1, p. 77-82, 2016.

KATHURIA, D. et al. Biguanides: Species with versatile therapeutic applications. European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 219, p. 113378, 2021.

KATSUNO, K. et al. Hit and lead criteria in drug discovery for infectious diseases of the
developing world. Nature Reviews Drug Discovery, v. 14, n. 11, p. 751-758, 2015.

LEHNINGER, Albert; NELSON, David. L.; COX, Michel M. Principios de Bioquimica. 62
Edicdo. Porto Alegre: Artmed, 2014.

MACH, L.; MORT, J. S.; GLOSSL, J. Maturation of human procathepsin B. Proenzyme
activation and proteolytic processing of the precursor to the mature proteinase, in vitro, are
primarily unimolecular processes. Journal of Biological Chemistry, v. 269, n. 17, p.
13030-13035, 1994.

MARTINS, L. F. etal. Analogues of Marine Guanidine Alkaloids Are in Vitro Effective against
Trypanosoma cruzi and Selectively Eliminate Leishmania (L.) infantum Intracellular
Amastigotes. Journal of Natural Products, v. 79, n. 9, p. 2202-2210, 2016.

MCKERROW, J. H. et al. The Cysteine Protease of Trypanosoma cruzi as a Model for
Antiparasite Drug Design, 1995.



46
MCKERROW, J. H. Update on drug development targeting parasite cysteine proteases.
PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 12, n. 8, p. 4—7, 2018.

MENESES, G. C. et al. Novel kidney injury biomarkers in tropical infections: A review
of the literatureRevista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulolnstituto de
Medicina Tropical de Sao Paulo, 2020.

MOTTRAM, J. C. et al. Clan CD cysteine peptidases of parasitic protozoaTrends in
Parasitology Elsevier Ltd, , 1 abr. 2003.

MOTTRAM, J. C.; BROOKS, D. R.; COOMBS, G. H. Roles of cysteine proteinases of
trypanosomes and Leishmania in host-parasite interactions. Current Opinion in
Microbiology, v. 1, n. 4, p. 455-460, 1998.

MOTTRAM, J. C.; COOMBS, G. H.; ALEXANDER, J. Cysteine peptidases as virulence
factors of Leishmania. Current Opinion in Microbiology, v. 7, n. 4, p. 375-381, 2004.

MUELAS-SERRANO, S.; NOGAL-RUIZ, J. J.; GOMEZ-BARRIO, A. Setting of a colorimetric

method to determine the viability of Trypanosoma cruzi epimastigotes. Parasitology
Research, v. 86, n. 12, p. 999-1002, 2000.

ONISHI, K. et al. Cathepsin L is crucial for a Th1l-type immune response during Leishmania
major infection. Microbes and Infection, v. 6, n. 5, p. 468-474, abr. 2004.

PAHO; WHO. TREATMENT RECOMMENDATIONS LEISHMANIASIS IN THE
AMERICAS, 2018.

REBELLO, K. M. et al. Cysteine proteinases from promastigotes of Leishmania (Viannia)
braziliensis. Parasitology Research, v. 106, n. 1, p. 95-104, jan. 2009.

REY, L. - Parasitologia, 42 ed, p. 359-362, Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 2008.

RIBEIRO, J. F. R. Inibidores de Cisteino Proteases como Candidatos Terapéuticos para o

Tratamento de Doencas Parasitarias. p. 94, 2018.

ROSA, L. B. et al. Antileishmanial activity and insights into the mechanisms of action of



47
symmetric Au(l) benzyl and aryl-N-heterocyclic carbenes. Journal of Inorganic
Biochemistry, v. 229, 1 abr. 2022.

SALEM, M.; WERBOVETZ, K. Natural Products from Plants as Drug Candidates and Lead
Compounds Against Leishmaniasis and Trypanosomiasis. Current Medicinal Chemistry,
v. 13, n. 21, p. 2571-2598, 2006.

SATOH, T. et al. Medicinal chemical studies on synthetic protease inhibitors, trans-4-
guanidinomethylcyclohexanecarboxylic acid aryl esters. Chemical & pharmaceutical
bulletin, v. 33, n. 2, p. 647-54, 1985.

SELZER, P. M. et al. Leishmania major: Molecular Modeling of Cysteine Proteases and
Prediction of New Nonpeptide Inhibitors, 1997.

SHORT, J. H.; DARBY, T. D. Sympathetic Nervous System Blocking Agents. IV. Synthesis
of 2-(2-Methylthioethylamino)ethylguanidine Sulfate and Related Compounds. Journal of
Medicinal Chemistry, v. 11, n. 4, p. 848-854, 1968.

SIQUEIRA-NETO, J. L. etal. Cysteine proteases in protozoan parasitesPL0oS Neglected
Tropical Diseases Public Library of Science, 2018.

TIETZ, N. W. et al. Tietz fundamentals of clinical chemistry., 2001. 5. ed. Philadelphia:
W. B. Sauders, 2001.

VELASQUEZ, A. M. A. et al. Antiprotozoal activity of the cyclopalladated complexes against
leishmania amazonensis and trypanosoma cruzi. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 27, n. 6, p. 1032-1039, 2016.

VELASQUEZ, A. M. A. et al. New Insights into the Mechanism of Action of the
Cyclopalladated Complex (CP2) in Leishmania: Calcium Dysregulation, Mitochondrial
Dysfunction, and Cell Death. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 66, n. 1, p.
e00767-21, 2021.

VELASQUEZ, A. M. A. et al. Efficacy of a Binuclear Cyclopalladated Compound Therapy
for Cutaneous Leishmaniasis in the Murine Model of Infection with Leishmania amazonensis

and Its Inhibitory Effect on Topoisomerase 1B. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,



48
v. 61, n. 8, p. e00688-17, 2017.

VIEIRA, R. P.; SANTOS, V. C.; FERREIRA, R. S. Structure-based Approaches Targeting
Parasite Cysteine Proteases. Current Medicinal Chemistry, v. 26, n. 23, p. 4435-4453,
2017.

WANG, HONGKAI; JIANG, J. R. AND T. Urea. In: Urea Transporters, p. 7-29, 2014.

WHO. WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global leishmaniasis surveillance 2019-
2020, a baseline for the 2030 roadmap. Geneva, 2020.

YOSHINO, M.; MURAKAMI, K. A graphical method for determining inhibition constants.
Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, v. 24, n. 6, p. 1288-1290, 2009.



	5e007141a3ba23b561e14a70653337fb95c30d3277541ffb4ba26d43649d25c5.pdf
	d028f5eba520614854fd23d59d933340cf7a25e941287bc382c780b92907bb1c.pdf
	65ce1b9f20993cb43dea313751a5c48ad2da87e332544cdc8e646cd9d884d8e5.pdf

	Microsoft Word - Certificado de Aprovação (1).docx
	5e007141a3ba23b561e14a70653337fb95c30d3277541ffb4ba26d43649d25c5.pdf
	d028f5eba520614854fd23d59d933340cf7a25e941287bc382c780b92907bb1c.pdf


