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INTRODUCAO

O género Leishmania e as leishmanioses

Os parasitos causadores da leishmaniose sdo protozodrios flagelados heteroxénicos
pertencentes ao género Leishmania ¢ a ordem Kinetoplastida. Nesta ordem encontram-se
protozodrios que possuem um ou dois flagelos locomotores, que podem ou nao estar ligados a
membrana plasmdtica formando a membrana, e uma mitocondria Unica que percorre toda a
extensdo da célula (SCHMIDT & ROBERTS, 1989; VICKERMAN, 1976). Os membros
desta ordem apresentam uma estrutura bastante peculiar, o cinetoplasto (DESCOTEAUX &
TURCO, 1999), o qual origina o nome da ordem e é formada pela condensacdo de fibrilas de
DNA mitocondrial interligadas entre si e também as cristas mitocondriais (SIMPSON, 2006).

Leishmanioses sdo um grupo de doencas com um largo espectro de manifestacdes
clinicas, as quais variam desde lesdes cutaneas auto-limitadas até o envolvimento visceral
severo, podendo levar ao 6bito (HANDMAN & BULLEN, 2002; SEN & CHATTERIJEE,
2011). Atualmente cerca de 350 milhdes de pessoas vivem em dreas de risco de infec¢do e 12
milhdes distribuidas na Africa, Asia, Europa e nas Américas sdo diretamente infectadas
(MANSUETO et al., 2007). A Organizacdao Mundial da Saidde (2011) estima que a incidéncia
anual destas parasitoses possa variar entre 1,5 a 2 milhdes de novos casos por ano, dos quais
1,5 milhdo das formas cutineas e muco-cutinea e 500 mil da forma visceral (WHO/OMS,
2011).

De acordo com as manifestacdes clinicas, a leishmaniose pode ser classificada em
quatro grupos: leishmaniose cutinea, leishmaniose muco-cutanea, leishmaniose cutinea-
difusa e leishmaniose visceral, dependendo ndo sé da espécie infectante, mas também da
genética do individuo infectado (REY, 2002; ROGERS er al., 2002; CUNNINGHAM, 2002;
LIPOLDOVA & DEMANT, 2006).

A leishmaniose cutanea (LC) € mais comumente causada pela espécie L. mexicana, L.
braziliensis, L. panamensis nas Américas, e L. major ou L. tropica em outros paises. A L.
major e L. tropica tendem a ser menos graves, a curar mais rapidamente e, portanto, a assumir
um curso relativamente benigno. Independentemente da espécie, a LC nio é uma ameaca a
vida. No entanto, as lesdes podem levar a desfiguracao significativa e estigmatizacdo social.
Em uma pequena porcentagem dos casos, o tratamento inadequado de uma lesdo priméria
pode deixar um individuo sob risco de desenvolvimento posterior da leishmaniose muco-

cutanea. Apds recuperacdo e/ou tratamento bem-sucedido, a leishmaniose cutinea induz
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imunidade contra re-infeccdo pela mesma espécie de Leishmania que causou a doenca
(DAVID & CRAFT, 2009).

A leishmaniose muco-cutinea (LMC) conhecida no Brasil como ulcera de Bauru ou
ferida brava ou ferida seca ou bouba (FUNASA, 2000), inicialmente causa ulceras na pele
similares aquelas da leishmaniose cutidnea que, entretanto, cicatrizam, para depois
reaparecerem, principalmente nas mucosas do nariz, boca e faringe. A leishmaniose muco-
cutanea geralmente é acompanhada por infec¢des secunddrias e destruicio de grandes
extensodes do tecido. A LMC é um risco conhecido das espécies de Leishmania do subgénero
Viannia, tipicamente encontradas nas Américas (L. braziliensis, L. panamensis, e L.
guyanensis). A evolugdo clinica desta doenca € dependente de uma combinacdo de imunidade
mediada por células do hospedeiro e da viruléncia do parasito. Entre a populacdo de
individuos infectados, a infec¢ao progride para a mucosa em 1-10% dos pacientes (DAVID &
CRAFT, 2009).

A leishmaniose cutinea-difusa (LCD) € rara mesmo em paises onde a Leishmania é
endémica. E mais comumente causada pela L. mexicana e L. amazonensis nas Américas, e L.
aethiopica na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Africa. Os pacientes apresentam
anergia especifica aos antigenos de Leishmania, embora a proliferacdo de linfécitos e resposta
a outros micro-organismos intracelulares permanecem intactos. A LCD pode ser clinicamente
semelhante a hansenfase virchowiana. E uma doenca que comeca com uma pdpula inicial,
indolor ou nédulo no local da inoculagdo e progride para difusdo, ndo-ulcerada, de méculas
violdceas eritematosas, nddulos e placas muito infiltradas com amastigotas (DAVID &
CRAFT, 2009).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, € caracterizada por
febre irregular, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia. E uma doenca sistémica muito
grave, com migra¢do dos parasitos para o figado, baco, medula 6ssea e tecidos linféides,
podendo levar o hospedeiro a morte (HANDMAN, 2000; REY, 2002).

No Novo Mundo, a distribuicdo da doenca compreende todo o territétio nacional
(Figura 1). A leishmaniose muco-cutanea ¢é causada principalmente pela Leishmania
(Viannia) braziliensis, cuja prevaléncia se estende pelo Brasil, Venezuela, Peru, Equador e
Colombia (SILVEIRA et al., 2001; ASSCHE et al., 2011). No Brasil, L. braziliensis tem
ampla distribuicdo do sul do Pard ao Nordeste, atingindo também o Centro-Sul do pais e
algumas dreas da Amazonia Oriental, além da regido Sudeste (SCHUBAD et al., 2004). Mais

de 40 espécies de mamiferos silvestres no Novo Mundo ja foram encontradas naturalmente
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infectadas por espécies de Leishmania, destacando-se pequenos roedores, marsupiais e

edentados, além de primatas e carnivoros (SCHUBAD et al., 2004).

Figura 1 - Distribuicdo geografica das zonas endémicas das leishmanioses. Adaptado (LOPES et al.,
2010).

7z

A leishmaniose € transmitida por fémeas de insetos flebotomineos dos géneros
Lutzomyia e Psychodopygus (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo) (REY, 2002;
SHARMA & SINGH, 2008). Pelo menos 13 espécies do género Lutzomyia sdo descritas
como provaveis transmissores (KILLICK-KENDRICK, 1990). Para L. braziliensis, em
ambientes modificados, rural e peridomiciliar, sdo frequentes as espécies Lu. whitmani, Lu.
intermedia, Lu. migonel (PETERSON & SHAW, 2003) e Lu. ovallesi (RABINOVICH &
FELICIANGELI, 2004) como vetores, sendo que Lu. intermedia parece ser a principal
espécie vetorial no Estado do Rio de Janeiro (MENESES et al., 2005).

Ciclo de vida e aspectos imunolégicos da Leishmania spp.

Durante o seu ciclo evolutivo, estes protozodrios apresentam duas formas distintas
(Figura 2): (1) a promastigota, alongada e com flagelo livre, que se desenvolve no limem do
tubo digestivo do inseto vetor e (2) a amastigota, arredondada e com flagelo rudimentar

intracelular, que parasita principalmente as células do sistema fagocitico mononuclear do



16

hospedeiro vertebrado, multiplicando-se no interior de macréfagos (RITTING & BOGDAN,
2000; SINGH et al., 2006).

No interior dos macréfagos, os promastigotas diferenciam-se em amastigotas os quais
se multiplicam por fissdo bindria até ocorrer o rompimento da célula hospedeira e a
disseminacdo das formas amastigotas para outros tecidos, infectando ou disseminando a
infeccao a novas células (RITTING & BOGDAN, 2000; BESTEIRO et al., 2007). A ingestao
destas formas pelo inseto durante o repasto sanguineo dos flebotomineos promove a
diferenciacdo em formas promastigotas prociclicas, que se multiplicam rapidamente no trato
digestivo do inseto vetor e que ndo pouco infectivas para o hospedeiro vertebrado (Figura 2)
(BESTEIRO et al., 2007).

Um aspecto intrinseco ao género Leishmania, essencial para a sua interacdo com o
macréfago, € o processo de metaciclogénese, no qual o parasito adquire capacidade infectante
(SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; CHAPPUIS, 2007). Durante este processo, 0 parasito
sofre diferenciacdo de formas promastigotas prociclicas, as quais sdo encontradas no tubo
digestivo do inseto vetor, em formas promastigotas metaciclicas infectantes, encontradas na
regido bucal do inseto vetor (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; CHAPPUIS, 2007).

A transformacdo entre as diferentes formas (promastigotas prociclicas, promastigotas
metaciclicas e amastigotas) é um processo regulado geneticamente e dependente de fatores
extracelulares tais como pH e temperatura e € caracterizado pela mudanca sequencial de
expressdao de mRNA. Isto reflete em uma reciclagem na sintese de proteinas especificas dos
diferentes estdgios como modificacdes nas moléculas de glicoconjugados da superficie do

parasito (CAMPBELL & RAINEY, 1993, PAN et al., 1993; BESTEIRO et al., 2007).
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Figura 2 - Representacdo esquemadtica do ciclo de Leishmania sp. no hospedeiro mamifero e no inseto
vetor. Adaptado de (www.cdc.gov).

Durante seu ciclo de vida, Leishmania sobrevive a varios ambientes hostis,
apresentando mecanismos de escape que lhe permitem evitar sua destruicio. Em seu
hospedeiro invertebrado, precisa escapar das enzimas do trato digestivo, enquanto no
hospedeiro vertebrado enfrenta o sistema complemento, anticorpos, enzimas hidroliticas, pH
acido, explosdo respiratéria microbicida e producdo de 6xido nitrico (NO) em macréfagos
ativados (REY, 2002).

A ligacdo inicial e a internalizacdo de promastigotas pelos macréfagos € um processo
mediado por receptores, podendo envolver fatores derivados do soro e moléculas tanto do
parasito quanto do hospedeiro (ILGOUTZ & McCONVILLE, 2001; YAO, 2010) (Figura 3).

As principais estruturas da membrana do macréfago, que podem fazer parte destas
interacdes sdo: (1) receptores para o C3b e C3bi, que se ligam preferencialmente aos
receptores do complemento 1 (CR1) e 3 (CR3 ou Mac-1), respectivamente; (2) receptores
para por¢do Fc de algumas imunoglobulinas; (3) receptores do tipo lectina, que medeiam
ligacdes com moléculas de carboidratos e (4) moléculas pertencentes a familia das integrinas,
que reconhecem estruturas determinadas por sequéncias especificas de aminodcidos (em
particular a sequéncia Arg-Gly-Asp ou RGD, encontrada em fibronectina, vitronectina e

outras moléculas adesivas) (YAO, 2010).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do glicocélice de Leishmania. Nas formas promastigotas, varias
classes de macromoléculas estdo presentes (LPG, proteinas ancoradas por GPI [gp63] e PPG). Nas
formas amastigotas ocorre modulacdo negativa destas moléculas, mantendo, contudo, o nivel de
expressao de GPL. Adaptado (DUTRA et al., 2010).

As principais moléculas de superficie de Leishmania, as quais também podem
participar no processo de interagcdo sdo: (1) gp63 (ou peptidase de superficie de promastigotas
— PSP ou major surface peptidase — MSP), que € a proteina majoritaria da superficie do
parasito; (2) lipofosfoglicana (LPG), que é o principal glicoconjugado da superficie dos
promastigotas e (3) glicosil-inositol fosfolipidios (GIPLs), presente em grande nimero de
cOpias tanto nas formas promastigotas quanto nas amastigotas (ILGOUTZ & McCONVILLE,
2001; OLIVIER et al., 2005).

Outros fatores externos também estdo envolvidos na interacao Leishmania-macréfago.
Uma proteina presente na saliva de flebotomineos, a maxidilan, parece ser capaz de modular o
sistema imunolégico do hospedeiro, aumentando a secrecdo de IL-10 e IL-6 e paralelamente
inibindo a producdo de TNF-a por macréfagos, diminuindo sua capacidade de produzir NO e
matar o parasito, proporcionando assim, o desenvolvimento de uma resposta Th2 e da lesao
(ALEXANDER et al., 1999; ALEXANDER & BRYSON, 2005; BRODIE et al., 2007).

No interior dos macréfagos, a persisténcia dos parasitos se deve aos mecanismos de
escape, que compreendem: (1) aspectos relacionados ao parasito, como a sintese de enzimas
antioxidantes e moléculas quelantes de radicais de oxigénio e nitrogénio, a degradacao rapida
de proteinas que foram danificadas pela célula hospedeira e adaptagdes metabdlicas que
permitem ao micro-organismo sobreviver a restricdo de nutrientes ou a moléculas toxicas do
hospedeiro; e (2) aspectos ligados a supressdo de enzimas ligadas a produgdo de radicais de

oxigénio e nitrogénio, o bloqueio do recrutamento destas enzimas para o fagossoma, a
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inibicdo da fusdo deste ultimo com os lisossomas e o escape do parasito para o citosol; o
desvio da resposta imune provocado pelo patdégeno, com inibicio da apresentacdo de
antigeno, diminui¢do na producdo de moléculas co-estimulatérias de superficie da célula
hospedeira, a indug¢do da producdo de IL-10 e indugdo da populacao de células T regulatérias
(BOGDAN, 2008; NADERER & McCONVILLE, 2008).

O controle da infec¢do leishmanidtica depende do balanco entre os fatores de
viruléncia do parasito e a capacidade do hospedeiro produzir uma resposta imune protetora. A
resposta imune celular € mediada por células como os linfécitos T e os macréfagos, enquanto
a resposta imune humoral € mediada por anticorpos. Dependendo dos sinais e das citocinas
liberadas no momento da ativacdo da célula TCD4" (auxiliar/ helper — ThO), estd poderd se
diferenciar em Thl (T helper tipo 1), o qual estd associado a resposta celular, e em Th2 (T
helper tipo 2), relacionado a resposta humoral (DUTRA et al., 2010).

A entrada de Leishmania no macréfago pode ocorrer via CR3 (receptor de C3bi),
levando a ativacdo de uma proteina tirosina fosfatase, que promove a desfosforilacdo de
STATI, interferindo na via de sinalizacdo que resulta na transcri¢do do gene IL-12p40 e,
consequentemente, inibindo a producao de IL-12 pelo macréfago (SACKS & SHER, 2002)
(Figura 4). Esta citocina induz diferenciacdo das células T virgens em células Thl com
consequente producdo de citocinas pro-inflamatorias como o IFN-y, que atua sobre os
macréfagos, estimulando a expressdo da enzima NO sintase induzida (iNOS ou NOS2),
desencadeando a produgdo de 6xido nitrico (NO), que representa o principal mecanismo
microbicida capaz de destruir a Leishmania e outros parasitos intracelulares de macréfagos e a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (KANE & MOSSER, 2000; BRONTE &
ZANOVELLO, 2005; GIUDICE et al., 2007; NADERER & McCONVILLE, 2008; DUTRA
etal.,2010).

P opmonizados com Il b Figura 4 - Mecanismos de evasdo e modula¢do do
o o cR3 sistema imune por Leishmania. (1) Ligacdo do
v/ parasito aos receptores CR1 ou CR3 dispara a
stostorila ' sinaliza¢do inibitdria da ativacdo do macréfago; (2) a
N g ligacdo de parasitos opsonizados com C3bi ao
oo o U receptor CR3 leva a ativacdio de uma proteina
do gene 9 ™ 0 . .
iEEs 0 o tirosina fosfatase (SHP1), a qual promove a
T 3] Sinal inlbitorio desfosforilagdo de STAT]1, inibindo a transcri¢do do
= da ativagdo de M2 ~
o di el I,' gene IL-12p40 e a produgdo de IL-12 pelo
P estmastona cooo, X r macréfago e (3) os amastigotas dentro dos
” o macréfagos promovem o sequestro das moléculas de
QO e MHC de classe II e sua degradagio pela cisteina
CR1 e CR3 oo esstimans peptidase, inibindo a apresentacdo de Ag, além de
N\ inibir a expressdo da molécula co-estimulatéria

CDS8O0, resultando em células T anérgicas. Adaptado
. (DUTRA et al., 2010).
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A toxicidade de NO ¢ dependente da sensibilidade do parasito, que difere entre as
estirpes e de acordo com o microambiente fisiologico. O NO tem sido demonstrado ser a
principal molécula efetora envolvida na morte de amastigotas de 7. cruzi mediada por
macréfagos (SILVA et al., 2003).

Durante a infecc@o experimental por L. major, a resposta que conduz a eliminagdo do
parasito conta com a ativacdo dos macréfagos pelo IFN-y e a produgdo por estes dltimos de
TNF-a, com a explosdo oxidativa e com a expressdo e atividade da iNOS na produgdo de NO,
gerado a partir da reagdo do aminodcido L-arginina com o oxigé€nio molecular (O)
(MOSSALAYT et al., 1999).

A destruicdo das formas amastigotas de Leishmania pelo NO pode ocorrer pela
inducdo da apoptose ou pela interferéncia no metabolismo do parasito, particularmente nos
processos de glicélise e respiragao celular, sobre enzimas como cis-aconitase, gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase (HOLZMULLER et al., 2006;
SOUSA-FRANCO et al., 2006).

A producgdo dos espécies reativas de oxigénio (EROs) € iniciada pela enzima NADPH
oxidase, que tem a sua atividade estimulada por produtos microbianos (como o LPS), INF-y,
IL-8 e pela ingestao da particula pelo receptor para a por¢dao Fc das imunoglobulinas, durante
o processo de fagocitose. Esta enzima catalisa a producdo do anion superdxido, utilizando
NADPH como substrato. O anion superdxido rapidamente é convertido em perdxido de
hidrogénio (H,0,), anion superéxido (O;) e radical hidroxila (OH"). Estas espécies reativas
atuam sobre o suprimento celular de ferro, sobre os fosfolipidios de membrana, merecendo
atengdo aos danos a membrana mitocondrial interna e sobre o DNA, podendo levar a célula
alvo a apoptose. O peréxido de hidrogénio (H,0,) induz um mecanismo de morte semelhante
a apoptose em formas promastigotas (GANTT et al., 2001).

Sendo assim, o controle ou nao da infeccao leishmanidtica depende do balango entre
os fatores de viruléncia do parasito e a capacidade do hospedeiro em produzir uma resposta

imune protetora e equilibrada.

Tratamento das leishmanioses

No Brasil, o aumento da incidéncia da leishmaniose associado as altas taxas de

morbidade e a difusdo da doenca para novas dreas geogréficas, inclusive urbanas, tem

constituido um grande problema para a saide publica (BERMAN, 2006).
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O problema da leishmaniose é agravado porque até o momento nio existe vacina e os
quimioterdpicos utilizados sdo caracterizados pela alta toxicidade, baixa eficiéncia e em
alguns casos, resisténcia generalizada (CROFT et al,, 2006; REITHINGER et al., 2007,
SUNDAR & OLLIARO, 2007; CRUZ et al., 2008).

Os antimoniais pentavalentes (Sb5+) foram usados pela primeira vez pelo médico
brasileiro Gaspar Vianna, em 1912, na sua forma trivalente (Sb3+), o chamado tartaro
emético (tartarato de potdssio e antimonio), obtendo bastante sucesso, pois naquela época
90% dos casos evoluiam para o dbito por nao haver tratamento adequado (DAVISON, 1998).
Devido a toxicidade e aos graves efeitos colaterais, os antimoniais trivalentes foram sendo
substituidos por compostos contendo antimdnio pentavalente. Bramachari, em 1920,
desenvolveu o primeiro composto a base de antimdnio pentavalente, uréia estibamina,
derivado uréico do 4cido p-aminofenil estibinico. Em 1936, Schmidt introduziu na terapia
médica o gluconato de antimonio (V) sédico, conhecido comercialmente como Solustibosan®
(Bayer) ou o Pentostan® (Glaxo Wellcome) (RATH et al., 2003).

No Brasil, atualmente, o fiarmaco utilizado € o antimoniato pentavalente N-metil
glucamina (Glucantime®) que foi desenvolvido em 1945 e tem sido utilizado na Franca e no
Brasil, e que permanece como tratamento inicial de escolha (MINODIER & PAROLA, 2007;
GONZALEZ et al., 2010).

Antimoniais pentavalentes sdo considerados pré-farmacos, pois devem ser reduzidos a
antimoniais trivalentes para exercerem atividade leishmanicida. Para atuar, os antimoniais
precisam entrar na célula hospedeira e atravessar a membrana do fagolisossomo antes de
atingir o parasito. Para se tornar ativo, o antimonio pentavalente (SbV) é reduzido para
trivalente (SbIII), e essa redugdo aparentemente pode ser feita pela célula hospedeira ou pelo
préprio parasito. O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda ndo é claro, e
parece atuar em varios pontos do metabolismo parasitario. Existem evidéncias de que inibem
o potencial redox dos tidis (tripanotiona redutase) e induzem a fragmentacio do DNA do
parasito (MALTEZOU, 2009). Tripanotiona € o principal tiol em Leishmania € os antimoniais
trivalentes inibem a tripanotiona redutase induzindo uma perda intracelular de tidis e um
desequilibrio letal de tidis, levando ao actimulo de espécies reativas de oxigénio
(MALTEZOU, 2009). Estas drogas sdo nefro, hepato e cardiotoxicas (SINHA et al., 2008;
GOTO & LINDOSO, 2010).

A anfotericina B, a pentamidina, a miltefosina e a paramomicina (Figura 5) t€ém sido
as drogas alternativas nos casos de resisténcia aos antimoniais, mas nao possuem um indice

terapéutico tdo favordvel e também apresentam importantes reagdes adversas (MURRAY,
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2005). A anfotericina B € um antibidtico poli€énico com atividade antifiingica e leishmanicida.
O mecanismo de acdo deste composto envolve sua ligacdo ao ergosterol, principal esterol
presente na superficie da Leishmania, com consequente alteracdo de permeabilidade de
membrana e do equilibrio osmoético do parasito (SCHWARTZ et al., 2006; MINODIER &
PAROLA, 2007). Recentemente, varias formulacdes de anfotericina B vém sendo utilizadas
em lipideos, diminuindo consideravelmente seus efeitos téxicos; contudo, essa terapia tem
altissimo custo, limitando seu uso em paises em desenvolvimento. Em geral, estas
formulacdes s@o bem absorvidas pelo sistema fagocitico mononuclear, no qual, Leishmania
spp residem, sendo pouco absorvido pelo rim, o 6rgdo alvo de toxicidade do farmaco
(SOARES-BEZERRA et al., 2004; KEDZIERSKI, 2009).

A pentamidina é uma diamidina aromdtica, que apresenta importante atividade
antitripanossomatidica, antifingica, antibacteriana, antiviral e antitumoral (SILVA—L()PEZ,
2010; BERMAN, 2006). AMATO e colaboradores (1998) demonstraram que a pentamidina
interfere na sintese de DNA do protozodrio, provavelmente modificando a morfologia do
cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial, levando entdo, o parasito a morte
(KEDZIERSKI, 2009). Este farmaco se apresenta menos eficaz, no tratamento da
leishmaniose tegumentar americana por L. braziliensis (AMATO et al., 2008; MINODIER &
PAROLA, 2007).

A miltefosina é um farmaco antitumoral com estrutura de alquilfosfocolina, que
estimula a cascata das caspases, induzindo a apoptose e a morte do parasito (SILVA-LOPEZ,
2010; PARIS ef al., 2004). Esta droga tem sido eficaz contra leishmaniose visceral causada
por L. donovani na India. Na leishmaniose tegumentar americana a eficicia do tratamento é
variada e depende da espécie de Leishmania e da regido estudada.

A paromomicina, um antibiético aminoglicosideo extraido de Streptomyces rimosus,
inibe a sintese proteica, pela ligacdo as proteinas ribossomicas. Ela difere da neomicina B pela
substituicdo da hidroxila por amina e possui um espectro de atividade parasitdria, que nao é
apresentada por outro aminoglicosideo. A administracdo oral de paromomicina é
recomendada para a leishmaniose visceral. Entretanto, pode apresentar nefro e mototoxidade,
afetando também o controle motor e do equilibrio (SILVA—LOPEZ, 2010; MISHRA et al.,
2007).
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Figura 5 - Estrutura dos principais quimioterdpicos usados no tratamento das leishmanioses. A-
Estibogluconato de sdédio (Pentostam®), B - Antimoniato de meglumina (Glucantime®), C -
Anforicina B (Fungizone®), D - Isetionato de pentamidina (Lomidina®), E - Miltefosina e F -
Paramomicina. Adaptado (RATH et al., 2003).

A alta toxicidade dos quimioterdpicos utilizados contra a leishmaniose e a resisténcia
aos antimoniais levam a uma necessidade urgente de se desenvolver novos farmacos como

alternativa terapéutica para as leishmanioses (ASHUTOSH, 2007; MOEIN et al., 2008).
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Metalopeptidases

As peptidases tém recebido considerdvel atencdo dos parasitologistas por sua
importancia na interacdo parasito-hospedeiro. Um parasito bem sucedido deve conseguir
penetrar e sobreviver no interior do hospedeiro, assimilando os componentes necessdrios a sua
nutri¢do e conseguindo escapar da resposta imunoldgica. As peptidases participam de muitos
desses mecanismos que garatem a persisténcia do parasito no hospedeiro (KLEMBA &
GOLDBERG, 2002; McKERROW et al., 2006; YAO, 2010).

Fortes evidéncias sugerem que em tripanossomatideos, as peptidases desempenham
um papel fundamental em muitas fases da interacdo parasito-hospedeiro, uma vez que estdo
envolvidas com o reconhecimento celular, adesdo, invasdo tecidual e celular e sobrevivéncia
dentro do hospedeiro (KLEMBA & GOLDBERG, 2002; YAO et al., 2003; McKERROW et
al., 2006; KULKARNI et al., 2006, 2008; SANTOS et al., 2008; LIMA et al., 2009; YAO,
2010). Além da sua importincia para a patogenicidade, as peptidases também sdo cruciais
para a diferenciacdo celular, proliferacdo e nutri¢do dos tripanossomatideos (KLEMBA &
GOLDBERG, 2002; YAO et al., 2003; KULKARNI et al., 2006, 2008; YAO, 2010), escape
do sistema imune e variabilidade antigénica (SAJID & McKERROW, 2002; YAO et al.,
2003; KULKARNI et al., 2006, 2008; McKERROW et al., 2006; YAO, 2010).

Os estudos sobre as peptidases de tripanossomatideos sao relevantes por servirem de
modelo para compreensdo da fungdo e evolugdo das peptidases em geral, além de servirem
como alvo para intervencdo quimioterdpica. A comparacdo de sequéncias de aminoécidos,
estruturas tridimensionais € mecanismo bioquimico de acdo ajudam a decifrar o curso de
evolucdo das peptidases (MEDINA-ACOSTA et al., 1993; RAWLINGS et al., 2002, 2004).

A classe das metalopeptidases s@o enzimas amplamente encontradas nos
tripanossomatideos (BRANQUINHA et al., 1996; MOTTRAM et al., 2004; SANTOS et al.,
2006, 2007, 2008; CUERVO et al., 2008; LIMA et al., 2009; LIMA et al., 2010; YAO,
2010). A principal metalopeptidase de superficie de Leishmania ¢ denominada de gp63
(Figura 6), a qual € distribuida por toda a superficie das formas promastigotas, incluindo o
flagelo e a bolsa flagelar (YAO et al., 2003; LIEKE et al., 2008). Estima-se que cada
promastigota das espécies L. major e L. mexicana, durante sua fase estaciondria, apresente
cerca de 500.000 copias de gp63, constituindo 1% das proteinas totais do micro-organismo
(BAHR et al., 1993; LIEKE et al., 2008). Entretanto, a forma amastigota apresenta uma
dramética reducao na sintese de gp63, o qual constitui 0,1% das proteinas totais deste estagio

morfolégico do parasito (BAHR et al., 1993).
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Figura 6 - Estrutura da gp63 de L. major. Representacdo da estrutura com dominio N-terminal
mostrado em vermelho, o dominio central em verde e o dominio C-terminal em azul. Pontes dissulfeto
estdo mostradas em amarelo e o sitio ativo com o dtomo de zinco € representado pela esfera rosa.
Adaptado (SCHLAGENHAUF et al., 1998).

Experimentos usando biotinilagio de superficie, citometria de fluxo e
imunocitoquimica revelaram que trés-quartos das moléculas de gp63 em L. mexicana estdao
presentes na superficie celular, enquanto que o restante apresenta localiza¢do intracelular
(WEISE et al., 2000). A localizacdo interna da gp63 tem sido demonstrada em promastigotas
de L. mexicana, L. chagasi (WEISE, et al., 2000; YAO, et al., 2004, 2005) e L. braziliensis
(CUERVO, et al., 2008; LIMA, et al., 2009). Além disso, a gp63 também pode ser liberada
por promastigotas para o meio extracelular, tanto associada a membrana (shedding) quanto na
forma livre. A inducdo de capping por anticorpos em parasitos vivos demonstraram que as
peptidases de superficie sdo livres para se movimentarem no plano de membrana,
concentrando-se primeiro nas extremidades das células, e em seguida sendo liberadas para o
meio (FONG & CHANG 1982; CHANG et al., 1986). McGWIRE e colaboradores (2002)
demostraram que a liberagao da molécula gp63 para o meio extracelular por L. amazonensis
foi drasticamente inibida na presenca do quelante de metal 1,10-fenantrolina (um conhecido
inibidor de metalopeptidases), sugerindo que este processo ¢ dependente de autoprotedlise. A
este respeito, a molécula gp63 ancorada a GPI pode ser liberada a partir de dois mecanismos
que seguem a rota secretéria cldssica, com encaminhamento desta molécula do reticulo
endoplasmadtico para o Golgi e, em seguida para a bolsa flagelar. (1) Vesiculas contendo tanto
a gp63 ligada a membrana quanto a gp63 livre fundem-se com a membrana da bolsa flagelar
e, posteriormente, a gp63 livre é liberada extracelularmente, ou a (2) gp63 ligada a membrana
€ colocada ao longo da membrana externa, e uma parte desta é liberada diretamente via

protedlise (ELLIS et al., 2002; McGWIRE et al., 2002; YAO et al., 2003).
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Em geral, as peptidases extracelulares catalisam a hidrélise de grandes proteinas em
moléculas menores para subsequente absorcdo pela célula, enquanto as peptidases
intracelulares desempenham um papel fundamental na regulagdo do metabolismo (RAO et al.,
1998).

Em L. chagasi foi demonstrado que em ambos os estdgios, promastigota e amastigota,
ha a expressdo de multiplas isoformas de gp63, porém estas podem diferir quanto a fungdo
bioquimica e a localizacdo celular. Andlises bioquimicas demonstraram que a gp63 nas
formas amastigotas encontraram-se soliveis no citossol, em vesiculas ou organelas, enquanto
em promastigotas estdo associadas a membrana via ancora de GPI. Recentemente, foi
observado que nas formas promastigotas de L. chagasi (HSIAO et al., 2008) e L. braziliensis
(LIMA et al., 2009) a gp63 € liberada extracelularmente.

A molécula gp63 presente nas formas promastigotas de Leishmania parece estar
envolvida no processo de interacdo entre o parasito e o macréfago, apresentando um papel
protetor contra a degradacdo intracelular no fagolisossoma de macréfagos (MAUEL, 1996;
YAO et al., 2003; YAO, 2010). A gp63 também é capaz de converter C3b em C3bi,
auxiliando a entrada e a sobrevivéncia do parasito no macréfago (JAFFE & DWYER, 2003;
YAO, 2010;), além de inibir a fun¢do das células Natural Killer (NK) e outros componentes
da imunidade inata, aumentando as chances do parasito sobreviver e estabelecer uma infec¢do
de sucesso (LIEKE ez al., 2008; YAO, 2010).

Essas peptidases sao também capazes de ligar-se a receptores celulares de macréfagos
(MAC-1 (CD11b-Cd18) e CR3) e receptores de fibronectina (MAUEL, 1996; RITTING &
BODGAN, 2000; YAO et al., 2003; KULKARNI et al., 2006, 2008), degradar proteinas
relacionadas ao MARCKS (substrato de quinase C rico em alanina miristolada) (YAO et al.,
2003; CLAYTON & SHAPIRA, 2007) e peptideos intracelulares apresentados pela MHC de
classe I (GARCIA et al., 1997, YAO et al., 2003), além de degradar albumina,
imunoglobulinas, hemoglobina, fibrinogénio, laminina, fibronectina e coldgeno IV. Estes
ultimos sdo componentes da matriz extracelular, sugerindo que esta atividade proteolitica
possa estar diretamente envolvida com a invasdo e disseminag¢do do parasito no hospedeiro
vertebrado (McMASTER et al., 1994; McGWIRE et al., 2003; YAO et al., 2003;
KULKARNI et al., 2006, 2008; YAO, 2010). A gp63 também é capaz de auxiliar no escape
do sistema imune, clivando MHC de classe I (GARCIA et al., 1997) e diminuindo a resposta
das células T através da clivagem de receptores de superficie, como CD4 (HEY et al., 1994).

Recentemente, foi relatado que a gp63 de Leishmania foi capaz de chegar rapidamente

ao meio intracelular do macréfago e ativar a proteina tirosina fosfatase (PTPs). Essa ativacdo
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regula a acdo microbicida dos fagocitos durante a resposta imune inata - através da
diminui¢do da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e 6xido nitrico (NO). No
mesmo estudo, revelou-se também que os parasitos Leishmania mutantes, ou seja, que nao
expressavam as moléculas gp63 foram incapazes de ativar a PTP, o que resultaria no
acionamento da sinalizacdo dos macréfagos. Sendo assim, a falta das moléculas gp63 pelos
parasitos induz uma resposta inata inflamatdria pelos macréfagos e, consequentemente, a
dréstica redugdo da sua capacidade de estabelecer e manter a infeccdo. O mecanismo exato
pelo qual os parasitos induzem a ativacdo da PTP ainda ndo estd completamente elucidado

(GOMEZ et al., 2009).

Agentes Quelantes — potencial alvo terapéutico

Devido a importancia das peptidases em diferentes processos patoldgicos, inibidores
proteoliticos vém sendo utilizados como agentes terapéuticos e pesquisados e/ou aplicados no
tratamento de canceres (SHAW, 1990; CRAIK er al., 1995; ; DE VIZCAYA-RUIZ et al.,
2000; ZHOU et al., 2002), desordens inflamatérias e respiratorias (TANAKA et al., 1995;
FATH et al., 1998), disfungdes cardiovasculares (como a hipertensao arterial) (KLEINERT et
al., 1992; HOOVER et al., 1995; SIMONEAU et al., 1999), neurodegeneracdes (por
exemplo, mal de Alzheimer) (VASSAR et al., 1999; HONG et al., 2002; TRINCHESE et al.,
2008; TOMITA et al., 2009), infec¢des virais como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (DARKE & HUFF, 1994; HO et al., 1995; DASH et al., 2003) e tripanossomiases
(CAZZULO et al., 2002; VERMELHO et al., 2007; TRUDEL et al., 2008).

Outros compostos que demonstraram ter um potencial teraputico contra infecg¢des
microbianas sdo os agentes quelantes (NEUPANE & KIM, 2009; SPELLBERG &
IBRAHIM, 2010; MALAFAIA et al., 2011; SANTOS, 2011; McCANN et al., 2012a, 2012b).
Muitos desses agentes quelantes sdo potentes inibidores de metalopeptidases, porém podem
afetar também outros processos vitais, uma vez que tém a capacidade de sequestrar ions
essenciais para a atividade de vérias enzimas existentes em uma célula, ndo apenas as
metalopeptidases. Por exemplo, EGTA e 1,10-fenantrolina demonstraram efeito bactericida
contra Streptococcus do grupo B e também se mostraram eficazes em inibir a interacdo desta
bactéria com células hospedeiras (SOARES et al., 2008).

A 1,10-fenantrolina inibiu de maneira eficaz a proliferacdo das formas epimastigotas
de T. cruzi em baixas concentragdes (2,5 ug/ml) e induziu drasticas alteracdes morfoldgicas

(inchagos e depdsitos elétron-densos no cinetoplasto, mitocondria e cisternas do reticulo
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endoplasmadtico) de forma dose-dependente (LANE et al., 1998). Outro trabalho demonstrou
que a 1,10-fenantrolina foi capaz de inibir o crescimento celular de trés cepas diferentes de 7.
cruzi (Dm28c, Y e 4163) apds 96 h de incubagao in vitro (SANTOS et al., 2012).

BONALDO e colaboradores (1991) investigaram o papel da 1,10-fenantrolina, entre
outros inibidores proteoliticos, na metaciclogénese de 7. cruzi. Para isso, os parasitos
(epimastigotas de Dm?28c) foram incubados em condi¢des quimicamente definidas que
induzem a transformacgdo de epimastigotas a tripomastigotas. Na presenga do agente quelante
de metal, as células exibiram uma mobilidade normal; entretanto, a diferenciacdo do parasito
foi bloqueada de forma dose-dependente, atingindo 85% de inibi¢do na presenca de 10 uM da
1,10-fenantrolina.

Em um estudo anterior, nosso grupo confirmou que a gp63 € a principal enzima de L.
braziliensis, sendo sua expressdo aumentada nas formas promastigotas de uma cepa virulenta
em comparac¢ao com promastigotas de uma cepa avirulenta, tanto no perfil proteolitico celular
quanto no perfil extracelular. A atividade de metalopeptidase associada a gp63 foi
drasticamente reduzida apds vdrias passagens in vitro do parasito recém-isolado da lesdo de
hamster. A 1,10-fenantrolina ¢ EGTA diminuiram o crescimento da cepa virulenta deste
parasito de forma dose-dependente, mesmo na concentragdo mais baixa utilizada (0,1 uM).
Alteragdes morfolégicas das promastigotas virulentas tratadas com estes compostos foram
observadas, tais como, arredondamento e perda do flagelo. Além disso, o pré-tratamento de
promastigotas virulentas com 1,10-fenantrolina e EGTA promoveu uma redugao significativa
no indice de associagdo com macréfagos peritoneais de camundongos. Por outro lado, estes
agentes quelantes ndo afetaram a proliferacdao, morfologia ou interacdo celular da cepa
avirulenta. Corroborando com estes resultados, o pré-tratamento da cepa virulenta com
anticorpo anti-gp63 promoveu uma redugdo significativa no processo de interagdo com o0s
macréfagos. Além disso, o meio de cultura do sobrenadante rico em metalopeptidases da cepa
virulenta aumentou significativamente o indice de associagdo entre a cepa avirulenta e
macrofagos, e este efeito foi revertido na presenca da 1,10-fenantrolina. Estes resultados
sugerem que as metalopeptidases participam de varios processos crucias em L. braziliensis
(LIMA et al., 2009).

O mecanismo de inibi¢do da 1,10-fenantrolina também j4 foi analisado em homdlogos
da gp63 detectados em diferentes tripanossomatideos. Por exemplo, um dos genes da familia
dos homdlogos da gp63 em T. brucei esta envolvido no processo de protedlise de uma
glicoproteina de superficie variante (chamada de VSG) e este mecanismo foi inibido pelos

compostos quelantes de zinco, incluindo 1,10-fenantrolina (BANGS et al., 2001; LACOUNT
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et al., 2003). Homdlogos da metalopeptidase gp63 participam do processo de interacao de H.
samuelpessoai com macréfagos murinos, com base na redu¢do do indice de associagcdo
quando na presenca da 1,10-fenantrolina (PEREIRA et al., 2010a). Além disso, PEREIRA e
colaboradores (2010b) demonstraram um aumento na secre¢ao de moléculas gp63-like (cerca
de 2 vezes) por H. samuelpessoai quando em contato com o intestino explantado do inseto
vetor Aedes aegypti em comparacdo com parasitos em culturas axénicas, sugerindo a possivel
participacdo de moléculas gp63 secretadas no processo de interacio com o hospedeiro
invertebrado. Em contraste, células de H. Samuelpessoai pré-tratadas com 1,10-fenantrolina e
depois colocadas para interagir com o intestino do inseto, apresentaram uma redugdo de cerca
de 60% no indice de associacdo (PEREIRA et al., 2010b). Além disso, a diferenciacao de H.
samuelpessoai (formas promastigotas para formas paramastigotas/opistomastigotas) foi
diminuida da presenca da 1,10-fenantrolina (SANTOS et al., 2001). Phytomonas serpens, um
tripanossomatideo capaz de infectar tomates, também apresentou homoélogos da gp63
(I’AVILA-LEVY et al., 2006). EDTA, EGTA e 1,10-fenantrolina foram capazes de
interromper a proliferacdo de P. serpens, sendo a 1,10-fenantrolina o composto mais eficaz
(’AVILA-LEVY et al., 2006).

Compostos complexados com metais de transi¢ao sdo utilizados na clinica no combate
ao cancer ja hd algum tempo. Podemos citar como exemplo a cisplatina, que ¢ uma droga
muito utilizada no combate ao cancer de testiculo e apresenta indices de 70 a 90% de cura
(MANSANQO et al., 2002). Entretanto, varios estudos t€ém demonstrado que inibidores de
peptidases complexados com metais de transicao vém surgindo como uma nova alternativa no
combate as infec¢des flingicas (COYLE et al., 2004; 2003; ESHWIKA et al., 2004; SILVA,
2009; McCANN et al., 2000; 2004; 2012a; 2012b). McCANN e colaboradores (2004)
sintetizaram, a partir da 1,10-fenantrolina, um quelante de zinco e conhecido inibidor de
metalopeptidases, trés novos compostos: 1,10-fenantrolina-5,6-dione  (phendio),
[Ag(phendio);]Cl04 ou [Ag(phendio),] e [Cu(phendio);](ClO,4),.4H,O ou [Cu(phendio),]
(Figura 7). Estes compostos derivados da 1,10-fenantrolina foram mais eficazes em matar
Candida albicans do que a 1,10-fenantrolina livre, inibindo o crescimento das leveduras em
95% na concentracdo de 5 pg/ml. Foi também descrito que o uso de phendio ou
[Ag(phendio),] provocou alteragdes drasticas na morfologia das leveduras, tais como, retracdo
do citoplasma, rompimento das organelas internas, fragmentacdo nuclear e pertubacdo da
funcdo mitocondrial levando ao processo de apoptose (McCANN et al., 2004). Além disso, a
1,10-fenantrolina e seus complexos foram capazes de perturbar a funcdo mitocondrial,

retardar a sintese de citocromo b e ¢, bem como promover o desacoplamento da cadeia
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respiratéria. Os complexos [Cu(phendio);] e [Ag(phendio);] induziram a reducdo da
concentracdo de ergosterol na membrana plasmatica flingica, aumentando a sua
permeabilidade. O modo de acdo destas substancias parece residir na capacidade de induzir o

estresse oxidativo no interior das células (McCANN et al., 2004).

1,10-fenantrolina 1,10-fenantrolina-5,6-dione
(phendio)

- 2C10, -ClOy

Cu[(phendio),] C10, Ag[(phendio),] C104

Figura 7 - Estrutura de 1,10-fenantrolina e seus derivados. Adaptado de (McCANN et al., 2012b).

Em outro estudo anterior, 1,10-fenantrolina na concentracdo de 20 ug/ml mostrou
potente atividade antifingica contra C. albicans (0% de crescimento celular durante 24 h),
enquanto os isdmeros nao-quelantes 4,7-fenantrolina e 1,7-fenantrolina foram inativos (83% e
99% de crescimento celular, respectivamente) (McCANN et al., 2000).

Estudos sequenciais mostraram que [Cu(phendio),] e [Ag(phendio),] alteraram a
susceptibilidade das leveduras C. albicans ao miconazol e a anfotericina B (ESHWIKA et al.,
2004). Leveduras crescidas em concentra¢des subinibitérias do [Cu(phendio),] apresentaram
uma diminui¢do na susceptibilidade ao miconazol e a anfotericina B, enquanto que as
leveduras crescidas em concentragdes subinibitérias de [Ag(phendio);] se mostraram mais

susceptiveis a acdo dos antifingicos. O tratamento das leveduras com o derivado

[Cu(phendio);] reduziu o consumo de oxigénio pelas leveduras, mas exacerbou esse processo
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nas células tratadas com o derivado [Ag(phendio),]. Finalmente, o derivado [Cu(phendio);]
causou reducdo na sintese de ergosterol pelas leveduras, enquanto o tratamento com o
derivado [Ag(phendio),] causou efeito oposto (ESHWIKA et al., 2004).

SILVA e colaboradores (2011) demonstraram que o pré-tratamento de conidios ou
hifas de Pseudallescheria boydii com os compostos 1,10-fenantrolina e seus derivados
(phendio, [Cu(phendio),;] e [Ag(phendio);]) levaram a uma significativa inibicdo da
viabilidade fungica, bem como bloqueou a diferenciacdo celular. Além disso, o pré-
tratamento dos conidios com esses compostos diminuiram a formagdo de biofilme e foram
capazes de inibir etapas importantes da interacdo deste fungo com sua célula hospedeira.

Outros grupos também t€ém demonstrado que os agentes quelantes sdo capazes de
inibir a invas@o e a angiogénese de células tumorais (SHIAH et al., 2003) e diminuir a
viabilidade celular de tumores malignos através da inibicao da sintese de DNA (DEEGAN et
al., 2006; 2007). O complexo de [Cu(phendio),] associado a 1,10-fenantrolina foi capaz de
induzir a apoptose em células de carcinoma humano de figado (Bel-7402) bloqueando a fase
G do ciclo celular (ZHOU et al., 2002), e exibiu potentes efeitos citotoxicos na linhagem
celular humana leucémica HL-60 e na linhagem de cancer estomacal humano SGC-7901 com
taxas de inibicdo de até 90% (ZHANG et al., 2004).

Recentemente, McCann e colaboradores (2012b) mostraram que os compostos 1,10-
fenantrolina, phendio, [Cu(phendio),] e [Ag(phendio),] foram altamente ativos, in vitro,
contra vdrias linhagens celulares primarias, células cancerigenas de mamiferos, flingicas e
linhagens celulares de insetos, sendo que os complexos de metais apresentaram uma atividade
aumentada. Além disso, a 1,10-fenantrolina (ao nivel micromolar) e os outros compostos
phendio, [Cu(phendio);] e [Ag(phendio);] (ao nivel nanomolar) foram capazes de reduzir
fortemente a viabilidade de conidios de P. boydii (IC50 0.032 (0.15) em relagdo as diferentes
linhagens de células, tais como, macréfagos peritoneais e linhagens de células do inseto Aedes
albopictus (C6/36) (IC50 > 10 (55)), que foram mais tolerantes aos compostos. Larvas do
inseto Galleria mellonella (usada como modelo para testar a tolerincia dos compostos)
mostraram que os compostos foram bem tolerados, mesmo na concentracdo mais alta de 100
pg/ml por larva, sendo que 10% das larvas tratadas com os compostos phendio,
[Cu(phendio),] e [Ag(phendio);] sobreviveram, enquanto todas as larvas tratadas com 1,10-
fenantrolina e cisplatina (composto utilizado na clinica) morreram. Em camundongos suigos,
os quatro compostos foram bem tolerados na concentragao de 45 mg/kg em comparagao com
a cisplatina, na qual ndo foi observado nenhum o6bito. Além disso, as amostras de sangue

retiradas dos camundongos sui¢cos mostraram que os niveis das enzimas hepéticas (TGO e
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TGP) permaneceram inalterados apdés o tratamento de 7 dias com os compostos.
Camundongos imunocomprometidos mostraram uma menor tolerancia ao [Ag(phendio);] e,
posteriormente, quando estes animais foram implantados com tumores derivados de humano
Hep-G2 (hepética) e HCT-8 (célon), ndo houve nenhuma influéncia no crescimento do tumor.
Neste trabalho foi constatada que a derivatizacdo da 1,10-fenantrolina para phendio resultou
em uma melhoria substancial citotoxica contra todas as linhagens de células testadas. Além
disso, a complexagdo do phendio para se obter [Cu(phendio),] e [Ag(phendio),] resultou em
uma melhoria adicional, em particular contra células tumorais humanas (MRC-5, Hep-2,
A549, DLKP, A498 e Hep-G2) (McCANN et al., 2012b).

As aplicacdes dos compostos complexados a metais de transicdo vém crescendo, em
especial o estudo dos efeitos destes complexos em diferentes sistemas bioldgicos com
finalidade terapéutica. Os compostos metdlicos oferecem excelentes oportunidades para
encontrar novos farmacos contra as principais doencgas causadas por protozodrios, tais como a
malaria, a doencas de Chagas e as leishmanioses (BOUTALEB-CHARKI et al., 2009;
NAVARRO, 2010). Muitos destes compostos quelantes, como ja explicado anteriormente,
sdo capazes de inibir metaloproteinas, com particular aten¢do as metalopeptidases. Neste
sentido, vérios estudos tém mostrado que agentes quelantes de metal sdo capazes de inibir
processos bioldgicos importantes de varias células microbianas, tais como a nutri¢do,
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, bem como relevantes eventos patolégicos, tais como
adesdo em estruturas do hospedeiro, adesdo em superficies abidticas, evasdo da resposta
imune e regulacdo dos fatores de viruléncia (Fig. 8) (SANTOS et al., 2012).

Desta forma, o estudo de peptidases tem sido proposto como alvo potencial a pesquisa
de novas terapias antiparasitdrias, assim como reagentes para uso em diagndstico laboratorial
e em processos industriais (McCKERROW et al., 2006). Além disso, estes estudos favorecem
uma melhor compreensdo dos fatores de viruléncia de um grande ndmero de micro-
organismos. O conhecimento da interacdo das peptidases com seus respectivos substratos,
assim como da especificidade destas enzimas, podem contribuir para o desenvolvimento de
compostos que possam inibir sua agdo. Através do uso de substratos sintéticos, da
cristalizacdo das enzimas, do estudo de suas propriedades fisico-quimicas e do emprego de
radicais quimicos, € possivel a constru¢do de inibidores proteoliticos por modelagem

molecular (GUSTIN et al., 1996; McCKERROW et al., 2006).
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