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NTPDase 1 de Leishmania braziliensis como um alvo terapéutico:’

estudos dos mecanismos pelos quais os acidos
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Leishmania braziliensis NTPDase 1 as therapeutic target:

studies of the leishmanicidal mechanisms of alkylaminoalkanethiosulfuric acids
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Resumo

A proteina nucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1 (NTPDase 1) de Leishmania(Viannia)
braziliensis (Lb) foi recentemente identificada como antigénica e esta presente em formas
promastigota e amastigota deste protozoario, sendo um possivel alvo de drogas. Compostos
pertencentes a série dos acidos N-alquilaminoalcanotiossulfuricos (AAATs), de baixa toxicidade
para mamiferos, foram caracterizados como novos antileishmaniais. O estudo de seus modos de
acao foi iniciado, e neste trabalho os efeitos de AAATs sobre a atividade fosfohidrolitica da
preparagado de promastigotas sdo demonstrados. O acido 2-(sec-butilamino)-1-octanotiossulfurico
(SSEC) inibe significativamente as atividades ATPasica e ADPasica da preparacdo de
promastigotas (Ki 10-1000 uM), enquanto o acido 1-(terc-butilamino)-2-etanotiossulfurico (TBSO)
foi menos efetivo. Adicionalmente, estudos preditivos de carga liquida do SSEC em funcéo do pH
foram efetuados e, em uma variagao de pH de 1 a 8, o estado de ionizagdo deste composto é
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identicamente mantido. A lipofilia do SSEC conferida pela cadeia carbdnica, associada a carga
positiva conferida pelo grupo amino, sugere a translocacdo do composto através de membranas
atuando em organelas intracelulares, bem como interagindo com o parasito. A NTPDase 1 pode
ser apontada como um novo alvo terapéutico e o SSEC podera ser explorado em novos
protocolos experimentais de leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis. NTPDase. Compostos antileishmaniais. Acidos N-
alquilaminoalcanotiossulfuricos.

Abstract

The antigenic nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 (NTPDase 1) was recently identified
in Leishmania (Viannia) braziliensis (Lb), and it is present in promastigote and amastigote forms of
this protozoan, being a possible drug target. Compounds belonging to the series of N-
alkylaminoalkanethiosulfuric acids (AAATs), of low toxicity to mammals, were characterized as
novel antileishmanial compounds. The study of its mechanisms of action was initiated, and in this
work the effects of AAATs on the phosphohydrolytic activity of promastigotes preparation are
demonstrated. The 2-(sec-butylamino)-1-octanethiosulfuric acid (SSEC) significantly inhibits
ATPase and ADPase activities of the promastigotes preparation (Ki 10-1000 uM), while 1-(tert-
butylamino)-2-ethanethiosulfuric acid (TBSO) was less effective. In addition, predictive studies of
SSEC liquid charge as a function of pH were carried out and, at a pH range 1 to 8 ionization state
of this compound is identically maintained. The SSEC lipophilicity of the carbon chain, associated
with positive charge conferred by the amino group, suggests translocation of the compound
through membranes acting on intracellular organelles, as well as interacting with the parasite.
NTPDase 1 can be a novel therapeutic target, and SSEC can be exploited in new experimental
leishmaniasis protocols.

Keywords: Leishmania braziliensis. NTPDase. Antileishmanialcompounds. N-
alkylaminoalkanethiosulfuricacids.

1 INTRODUGAO

A Leishmania (Viannia) braziliensis, protozoario transmitido pela picada de fémeas
de flebotomineos infectados, é considerado o principal agente etioldégico da leishmaniose
tegumentar no Brasil.O tratamento, efetuado com antimoniais pentavalentes, ou com
aqueles de segunda escolha, como a anfotericina B ou pentamidina, causa efeitos toxicos
e colaterais indesejados, tem alto custo e leva a resisténcia clinica, tornando relevante a
descoberta de novos meios de tratamento para estas doengas (MENEZES et al., 2015;
PORCINO, 2016). O metabolismo de diversas espécies de Leishmania esta sendo
investigado e varias proteinas ja foram indicadas como alvos em potencial de drogas
leishmanicidas (CUERVO et al., 2009; COSTA et al., 2011).

A proteina nucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1 (NTPDase 1) foi recentemente
identificada em promastigota e amastigota de Leishmania (V.) braziliensis (REZENDE-
SOARES et al., 2010; PORCINO et al., 2012; PORCINO, 2016). Esta enzima pertence a

familia das NTPDases, proteinas que compartiham cinco dominios conservados

2

Universidade Federal de Juiz de Fora Pré6-Reitoria de Pés-Graduagéo e Pesquisa (PROPP) www.ufjf.br/propp




Principia: Caminhos da Iniciagéo Cientifica, Juiz de Fora, v. 19, n. 1, 2019

(“apyraseconservedregions”) e a capacidade de hidrolisar nucleosideosdi- e trifosfatados
aos respectivos nucleosideosmonofosfatados, sob a ativacdo de ions bivalentes. Diferem
na localizacdo celular, na especificidade para os substratos e na dependéncia aos
diversos ions bivalentes (KNOWLES, 2011). Em parasitos, as NTPDases participam da
regulagdo da concentragdo de nucleotideos em diferentes processos biolégicos, como a
recuperacao de purinas, e em outros envolvidos nos mecanismos de evasio aos sistemas
de defesa do hospedeiro, tendo sido sugeridas como possiveis alvos para o tratamento
e/ou prevencédo de doengas (AL-RASHIDA; IQBAL, 2014; MARCONATO et al., 2017,
PAES-VIEIRA et al., 2018).As NTPDases 1 de espécies distintas de Leishmania foram
caracterizadas como antigénicas e, por meio de analises de bioinformatica e
experimental, foi identificado um dominio denominado B nas estruturas primarias destas
proteinas, o qual é também compartiihado com NTPDases de plantas e de outros
organismos patogénicos (FARIA-PINTO et al., 2008; COIMBRA et al., 2008; REZENDE-
SOARES et al., 2010; MENDES et al., 2011; MAIA et al., 2011; PORCINO et al., 2012;
DETONI et al., 2012; 2013; MAIA et al., 2013).

ANTPDase 1 foi localizada em membrana plasmatica e organelas subcelulares,
incluindo a mitocondria, de promastigota e amastigota de L. (V.) braziliensis(REZENDE-
SOARES et al., 2010; PORCINO et al., 2012; PORCINO, 2016), motivando a identificagdo
de novos compostos leishmanicidas e a indicacdo desta proteina como um novo alvo na
terapia contra as leishmanioses.Alguns representantes dos  acidos  N-
alquilaminoalcanotiossulfuricos (AAATs), de baixa toxicidade para mamiferos, ja
caracterizados como esquistossomicidas e inibidores de SmATPDase de S. mansoni
(PENIDO et al., 2007; 2008), apresentaram também atividade antileishmanial quando
avaliados in vitro (PORCINO, 2016). Diversos mecanismos de ag¢ao podem estar
envolvidos na atividade letal dos AAATs (PORCINO, 2016), entre eles o efeito inibitdrio
sobre a atividade fosfohidrolitica da NTPDase de L. (V.) braziliensis, o0 que € demonstrado
neste trabalho pelo SSEC [acido 2-(sec-butilamino)-1-octanotiossulfurico], um

representante desta série de compostos.
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2 METODOLOGIA

21 Sintese de acidos alquilaminoalcanotiossulfuricos (AAATs) e analise de
bioinformatica

Os compostos acido 2-(sec-butilamino)-1-octanotiossulfurico (SSEC) e acido 1-
(terc-butilamino)-2-etanotiossulfurico (TBSO) (Figura 1) foram obtidos na forma de sdlidos
cristalinos, soluveis em solventes orgéanicos (PENIDO et al., 1990). Para obtencédo do
modelo tridimensional do SSEC e predicdo de pH foram usados os servidores

Chemicalize (http://www.chemicalize.org/structure) e ACD/labs (http://www.acdlabs.com).

Figura 1 — Acidos alquilaminoalcanotiossulfaricos (AAATSs)
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Fonte: PORCINO, 2016.

2.20btencao de promastigotas e preparacgao de proteinas

Formas promastigotas de L. (V.)braziliensistMHOM/BR/1975/M2903) foram
coletadas na fase estacionaria de crescimento (10° parasitas/mL). Os parasitos foram
lavados por trés vezes (Tris-HCI5 mM, pH 7,4) a 4°C e, apés centrifugagao a 3000 x g por
10 minutos, foram ressuspendidos em Tris-HCI5 mM, pH 7,4, acrescido de 8% de
sacarose, leupeptina (0,5 ug/mL), pepstatina (0,07 pg/mL), inibidor de tripsina (50 ug/mL)
e fluoreto de fenilmetilsulfonila(2 pg/mL). Apods trés ciclos de congelamento e
descongelamento e um ciclo de ultrasonicacdo por 30 minutos, a preparagao foi
armazenada a -80°C até o uso (PORCINO et al., 2012).

2.3 Medida da atividade fosfohidrolitica de promastigota na presengca de SSEC ou
TBSO
A preparagao de promastigotas (0,1 mg proteina/mL) foi pré-incubada por 30
minutos a 37°C com SSEC ou TBSO nas concentragdes de 1 uM a 1000 pM em meio de
reagao (MOPS 50 mM, pH 7,4, 1 mM CaCl,, 100 uM de ortovanadato de sédio). A medida
4
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de atividade fosfohidrolitica foi iniciada pela adicdo de 3 mM do substrato ATP ou ADP e,
apos 60 minutos de incubagdo a 37°C, foi interrompida pela adicdo de HCI 0,1 N. A
quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinada
espectrofotometricamente(PORCINO, 2016). Como controle, as amostras foram incubadas
sem a adigdo do AAAT e na presenca de dimetilsulféxido (DMSO) 2,5% (v/v), o solvente
usado para solubilizar os compostos. Foram feitos quatro experimentos em ftriplicata, e os
dados foram analisados pelo Teste t student, sendo considerados significativos quando P
< 0,05 (PORCINO, 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A preparagdo de promastigotasfoi pré-incubada durante 30 minutos a 37°C com
SSEC (A) ou TBSO (B) nas concentracdes de 1 a 1000 uM e, em seguida, as atividades
ATPasica e ADPasica foram medidas em meio de reagdo padrdo (Figura 2). Uma
progressiva e significativa redugcao da atividade ATPasica, dependente da concentragéo
de SSEC, foi observada quando comparada ao controle (Figura 2A;1 uM, 15%; 10 uM,
22%; 100 uM, 36%; 1000 uM, 67%; P < 0,01). Inibigéo significativa (P < 0,01) da atividade
ADPasica foi também observada nas concentragées 100 uM (42%) e 1000 uM (48%)
(Figura 2A). Por outro lado, o derivado TBSO reduziu as atividades ATPasica e ADPasica
(Figura 2B) em até 30%, sendo menos efetivo que o SSEC (Figura 2A).

O SSEC tem um radical alquil de 4 atomos de carbono que confere a molécula um
carater apolar, o que é aumentado com a adi¢gao de cadeia lateral hidrocarbonada com 8
atomos de carbono (Figura 1), como também ilustrado em seu modelo tridimensional na
Figura 3A. O TBSO tem um radical alquil de 4 atomos de carbono e uma cadeia lateral de
apenas 2 carbonos, conferindo-lhe menor carater apolar (Figura 1). Os radicais amino e
tiossulfato, em ambos os compostos, fornecem o carater hidrofilico, sustentando estes
AAATs como moléculas anfipaticas (Figura 1 e 3A). O modo pelo qual o SSEC inibe a
NTPDase 1 pode envolver ligagao hidrofobica, dissulfeto e/ou de hidrogénio, estas duas
ultimas proporcionadas pelo grupo tiossulfato e amino, respectivamente. A fraca inibigdo
da atividade fosfohidrolitica pelo TBSO, que também ndo mostrou atividade
antileishmanial significativa (PORCINO, 2016), fortalece a hipdtese de que interagbes

hidrofobicas com esta proteina contribuem para o efeito inibitério observado pelo SSEC.
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Figura 2 —Efeitos do (A) SSEC e (B) TBSO sobre a atividade fosfohidrolitica de
preparacao de promastigotas. A média de atividade ATPasica ou ADPasica na presenca
de 2,5% (v/v) de DMSO (controle 100%) foi 17,10 + 3,94 nmol Pi.mg".min™ e 7,85 + 1,71
nmol Pi.mg”.min”, respectivamente. A Figura mostra a média de quatro experimentos

para cada AAAT, feitos em ftriplicata
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Fonte: PORCINO, 2016.

Estudos preditivos de alteragédo de carga liquida do SSEC em fungao do pH foram
efetuados (Figura 3B). Em uma variagado de pH de 1 a 8 o estado de ionizagdo do SSEC é
identicamente mantido (100%), e o radical amino permanece protonado, gerando carga
positiva, enquanto a hidroxila do radical tiossulfato é desprotonada, gerando carga
negativa. Somente em pH < 1 ou pH > 10, ha espécies com carga liquida positiva ou
negativa, respectivamente. O potencial antileishmanial do SSEC foi testado e, como
demonstrado previamente, este AAAT inibiu o crescimento das formas promastigotas e
amastigotas de L. (V.) braziliensis (PORCINO, 2016). A lipofilia do SSEC, conferida pela
cadeia carbbnica, associada a sua hidrofilicidade, proporcionada por cargas,
possivelmente possibilitam a translocacdo do composto por membranas atuando em
organelas intracelulares do hospedeiro, interagindo também com o parasito.

Os AAATSs séo efetivos inibidores reversiveis da atividade NTPDasica do tegumento

de verme adulto de S. mansoni e, também, da apirase de batata (PENIDO et al., 2007),
6
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uma proteina de planta que tem alta identidade com as NTPDases de parasitos (FARIA-
PINTO et al., 2008; MAIA et al., 2011). Foi também mostrado que os AAATs sao capazes
de formar ligagao dissulfeto com residuos de cisteina da proteina do S. mansoni, inibindo
parcialmente sua atividade, e que a mudanca do pH do meio de reacdo padrao, de 7,4
para 6,5, ndo afetou a inibicdo observada (PENIDO et al., 2007), dados que corroboram
estes mostrados aqui e que sugerem efeitos similares sobre a NTPDase 1 de L. (V.)
braziliensis. Portanto, os resultados apresentados neste trabalho motivam novos estudos
sobre os efeitos inibitérios observados, o que pode contribuir para o estudo estrutural da
NTPDase 1 de L. (V.) braziliensis.

Figura 3 —(A), modelo tridimensional do SSEC mostrando a cadeia hidrocarbonada
hidrofébica composta de um radical alquil de 4 atomos de carbono (C; sec-butil)
combinado a um radical alcano de 8 C (octano), como evidenciados pelos atomos C e H
em azul e branco, respectivamente. O atomo de N do radical amino € mostrado em azul
escuro, enquanto os atomos de S e O do radical tiossulfato estdo representados em
amarelo e vermelho, respectivamente (http://www.acdlabs.com). (B), predicdo de carga

liquida do SSEC em diferentes pHs (http://www.chemicalize.org/structure)
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Fonte: Emidio, NB. Arquivo do Laboratério de Estudo de Estrutura e Fungéo de Proteinas; PORCINO, 2016.

E de relevancia destacar que os AAATs ndo tém efeito citotéxico in vitro sobre
macrofagos(PORCINO, 2016), confirmando dados da literatura que evidenciam a baixa
toxicidade destes compostos quando usados por via oral para o tratamento da
esquistossomose experimental (PENIDO et al., 2008). Portanto, o SSEC podera ser
usado em protocolos de tratamento da leishmaniose experimental, com variacdo de doses
e frequéncia, administradas oralmente, podendo comprovar a eficacia deste novo

antileishmanial.

5 CONCLUSAO

O acido 2-(sec-butilamino)-1-octanotiossulfurico (SSEC) é um composto de baixa
citotoxicidade quando administrado por via oral em infeccdo experimental e sua atividade
antileishmanialin vitro foi recentemente mostrada. A suscetibilidade da NTPDase 1 de L.
(V.) braziliensis ao SSEC foi evidenciada neste trabalho pela inibi¢ao parcial da atividade
fosfohidrolitica em preparagéao total de promastigotas, sendo este um indicio de seu modo
de acdo. Esta proteina pode ser um alvo a ser explorado em novas estratégias
terapéuticas contra as leishmanioses e o SSEC em protocolos experimentais de

leishmanioses.
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