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Resumo: Avaliagédo do efeito leishmacinida de substancias naturais e semissintéticas via inibicdo de topoisomerase de Leishmania sp.

A leishmaniose é uma das mais importantes doengas tropicais negligenciadas em termo de escobertas e desenvolvimento
de farmacos. Além disso, a quimioterapia usada para tratar esta doenga provou ser altamente toxica. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito leishmanicida de derivados da prépolis coletada na regido semiarida da Bahia e uma série de
alcamidas naturais, sintéticas e modificadas, bem como, avaliar a acdo destes sobre a atividade enziméatica de
topoisomerase de Leishmania e humana. O estudo quimico da propolis foi realizado através da analise por espectrometria
de massas de alta resolugéo; e as alcamidas foram obtidas a partir das reagdes de preparagdo de cloreto de acidos, de
preparacdo das amidas a partir de cloreto de acido e amina e da aminélise da feniletilamina com o p-hidroxi-cinamato de
metila. Os efeitos citotoxicos foram avaliados em macréfagos J774, através do ensaio de MTT. O efeito inibidor, a partir de
ensaios in vitro, sobre formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. chagasi foram avaliados através do ensaio
de MTT e do ensaio de células J774 infectadas com formas promastigotas destas espécies, respectivamente. O efeito inibidor
sobre formas promastigotas e amastigotas de L. infantum iFRP70 foi avaliado através da capacidade de emissao de luz
infravermelha pelas cepas marcadas pela proteina iFRP70. A inibicdo da atividade da enzima topoisomerase foi avaliada
através do relaxamento do DNA superenovelado, apés analise de eletroforese em gel de agarose. A formagdo de complexo
de clivagem foi avaliada através da capacidade de manutengéo do corte na fita de DNA ao longo 30 minutos, apds analise de
eletroforese em gel de agarose. O extrato etandlico, as fragdes hexanica, acetato de etila e metandlica da préopolis, bem
como os flavonoides naringenina e isoramnetina, ndo apresentaram efeitos deletérios sobre as células J774 até a maxima
concentragdo testada (100 pM). Das 16 alcamidas testadas, apenas trés apresentaram efeitos deletérios sobre as células
J774 a partir da concentragdo de 10 uM. A fragdo acetato afetou o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis e
L. chagasi, com percentuais de efeito maximo, na concentragéo de 10 uM, iguais a 82,2% e 75,5%, respectivamente, valores
significativos quando comparados ao farmaco pentamidina. Os flavonoides naringenina e isoramnetina também afetaram
significativamente o crescimento de formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. chagasi. Estes flavonoides
afetaram a atividade enziméatica da topoisomerase de leishmania, interferindo na capacidade da enzima em relaxar o DNA
superenovelado, formado durante o processo de replicagdo de DNA. Os mesmos flavonoides ndo foram capazes de interferir
na atividade enziméatica da topoisomerase humana. Em relacao as alcamidas testadas, aquelas denominadas RAC4, RAC8,
RAC9, RAC12 e RAC16, apresentaram um efeito significativo contra formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis,
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Estas alcamidas, quando testadas em concentragdes variando de 100 a 3,15 uM uM, inibiram a capacidade da topoisomerase
de leishmania em relaxar o DNA superenovelado, interferindo de forma significativa na atividade enzimatica, com destaque
para a RAC8 que foi capaz de inibir a atividade a partir de 6,25 uM, menor concentragdo inibitéria observada. Estas
alcamidas nao inibiram a atividade enzimatica da topoisomerase humana, em nenhuma das concentragdes testadas,
garantido a inibigao seletiva da DNA topoisomerase de leishmania. Quando avaliada a capacidade de formagéo de complexo
de clivagem, as alcamidas RAC4, RAC8, RAC9, RAC12 e RAC16, foram capazes de manter a estabilidade de formagéo do
complexo de clivagem, mantendo o DNA cortado ao longo de 30 minutos. Dessa forma, esse trabalho demonstrou que as
substancias naturais e semissintéticas, apresentaram um efeito leishmanicida contra L. amazonensis, L. chagasi e L.
infantum iFRP70, bem como inibiram, de forma seletiva a atividade catalitica da enzima DNA topoisomerase de leishmania,
podendo vir a ser utilizado como protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas.

Palavras-chave: Leishmaniose;Doenca negligenciada;Antileishmania;Prépolis;Alcamidas

Abstract: Leishmaniasis is one of the most important neglected tropical diseases in terms of drug discovery and development.
Furthermore, the chemotherapy used to treat this disease has been proved to be highly toxic. The aim of this work was to
evaluate the leishmanicidal effect of propolis derivatives collected in the semi-arid region of Bahia and a series of natural
and semisynthetic alkamides, as well to evaluate the action of these on the enzymatic activity of Leishmania and human DNA
topoisomerase. The chemical study of propolis was carried by high resolution mass spectrometry analysis; and alkamides
were obtained from the acid chloride preparation reactions, the preparation of the amides from the acid chloride and the
amine reactions, and the aminolysis of the phenylethylamine with the methyl p-hydroxycinnamate reactions. The cytotoxic
effects were assessed on macrophages J774 by MTT assays. The inhibitory effect, in vitro assays, on promastigote and
amastigote forms of L. amazonensis and L. chagasi were evaluated by MTT assay and cell J774 infected with promastigotes
forms of these species assay, respectively. The inhibitory effect on promastigote and amastigote forms of L. infantum iFRP70
was assessed by the capacity of infrared light emission by strains iFRP70. The inhibition of topoisomerase activity was
assessed by DNA supercoiled relaxation assay. Cleavage complex formation was assessed by the capacity to maintain the
cleavage in the DNA strand over 30 minutes. The ethanolic extract, the hexane, ethyl acetate and methanolic fractions of
propolis, and flavonoids naringenin and isoramnetin, did not present deleterious effects on the J774 cells until to the
maximum concentration tested (100 uM). These flavonoids affected the enzymatic activity of leishmania topoisomerase,
interfering in the enzyme's capacity to relax the DNA supercoiled and did not affected the enzymatic activity of humana
topoisomerase. The alkamides tested, RAC4, RAC9, RAC9, RAC12 and RAC16 showed a significant effect against
promastigotes and amastigotes forms of L. amazonensis, L. chagasi and L. infantum iFRP70, with a 50% inhibitory
concentration (IC50) below 10 uM and maximum effect above 60%. These alkamides tested at concentrations ranging from
100 to 3.15 pM, inhibited the capacity of leishmania topoisomerase to DNA supercoiled significantly interfering in the
enzymatic activity, especially RAC8 that was able to inhibit activity from 6.25 uM, lower inhibitory concentration observed.
These alkamides did not inhibit the enzymatic activity of human topoisomerase. When evaluated the formation of cleavage
complex, the RAC4, RAC8, RAC9, RAC12 and RAC16 were able to maintain the stability of the cleavage complex. Thus, this Vw
work demonstrated that the natural and semi-synthetic substances had a leishmanicidal effect against L. amazonensis, L. N
chagasi and L. infantum iFRP70, as well as selectively inhibited the catalytic activity of the enzyme DNA topoisomerase of
leishmania, to be used as a prototype for the development of new leishmanicidal drugs.
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