| [~g
[ [~=2
[ [~=2

%

VIRTUS IMPAVID 4
L ]

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

ANA CATARINA CRISTOVAO SILVA

AVALIACAO IN SILICO E IN VITRO DOS MECANISMOS CELULARES E
MOLECULARES DE DERIVADOS FENOXI-HIDRAZINO-TIAZOIS CANDIDATOS
A FARMACOS TRIPANOCIDAS

Recife
2022



ANA CATARINA CRISTOVAO SILVA

AVALIACAO IN SILICO E IN VITRO DOS MECANISMOS CELULARES E
MOLECULARES DE DERIVADOS FENOXI-HIDRAZINO-TIAZOIS CANDIDATOS
A FARMACOS TRIPANOCIDAS

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Inovagao Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
doutor em Inovagdo Terapéutica. Area de
concentracdo: Farmacos, Medicamentos e
Insumos Essenciais para a Satde.

Orientador: Dr. Marcelo Zaldini Hernandes
Co-orientadores: Dra. Valéria Pereira Hernandes

Dra. Maria Carolina Accioly Brelaz de Castro

Recife
2022



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Silva, Ana Catarina Cristovao
Avaliagao in silico e in vitro dos mecanismos celulares e moleculares de derivados

fenoxi-hidrazino-tiazéis candidatos a farmacos tripanocidas / Ana Catarina Cristovao
Silva. - 2022.

180 f. :il.

Orientador: Dr. Marcelo Zaldini Hernandes.

Coorientadora: Dra. Valéria Pereira Hernandes.

Coorientadora: Dra. Maria Carolina Accioly Brelaz de Castro.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de
Biociéncias. Programa de Pés-Graduagdo em Inovacdo Terapéutica,
Recife, 2022.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Chagas, Doenga de. 2. Tripanossomo. 3. Farmacologia. |. Hernandes,
Marcelo Zaldini (orientador). 1l. Hernandes, Valéria Pereira
(coorientadora). lll. Castro, Maria Carolina Accioly Brelaz de
(coorientadora). IV. Titulo.

616.9363 CDD (22.ed.) UFPE/CB-093-2022




ANA CATARINA CRISTOVAO SILVA

Avaliacio in silico e in vitro dos mecanismos celulares e moleculares de derivados
fenoxi-hidrazino-tiazois candidatos a farmacos tripanocidas

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de doutor em Inovagdo Terapéutica.
Area de concentracdo: Desenvolvimento
Pré-clinico de Produtos Bioativos.

Aprovada em: 03/03/2022

BANCA EXAMINADORA

Dr. Marcelo Zaldini Hernandes
Depto. de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Federal de Pernambuco/UFPE

Dr* Teresinha Gongalves da Silva
Depto. de Antibioticos - Universidade Federal de Pernambuco/UFPE

Dr. Fabio Rocha Formiga
Depto. de Imunologia — Instituto Aggeu Magalhaes/Fiocruz-PE

Dr* Elis Dionisio da Silva
Depto. de Imunologia — Instituto Aggeu Magalhaes/Fiocruz-PE

Dr. Luiz Felipe Gomes Rebello Ferreira
Depto. de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal de Pernambuco/UFPE



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Paulo Roberto e Maria Aparecida, meus maiores incentivadores que me
apoiaram e me orientaram em minhas decisdes. Obrigada por acreditarem em mim desde

sempre.

A minha irma, Ana Carolina, pela paciéncia e pelas palavras de forga e incentivo sempre

que eu achava que nao podia mais.

A minha sobrinha, Maria Luisa. Vocé ¢ minha luz e espero ser um exemplo para vocé um

dia.

Aos meus amigos desde a época do colégio. Vocés tém me acompanhado em muitos

momentos da minha vida e os feito sempre mais leves.

A meu orientador Marcelo Zaldini, pelo aprendizado, por me ajudar a crescer pessoal e

profissionalmente.

A minha co-orientadora Carolina pela paciéncia em me repassar seus conhecimentos, por
ter me auxiliado de maneira excepcional sempre que podia. Vocé foi minha maior

incentivadora cientifica.

A minha co-orientadora Valéria por ter me dado a oportunidade de participar e colaborar
com seu grupo de pesquisa desde 2014. Trabalhar com uma profissional como vocé ¢ um

grande privilégio.

A todos os meus colegas de laboratério, os que ainda estdo e os que sairam, cada um
contribuiu @ sua maneira para a realizacdo desse trabalho, bem como tornando os

experimentos sempre mais leves e divertidos.

Ao Instituto Aggeu Magalhaes e a UFPE por fornecerem a estrutura e os equipamentos

necessarios para o desenvolvimento do meu projeto.



RESUMO

A doenga de Chagas ¢ considerada negligenciada e possui como agente etioldgico o
Trypanosoma cruzi. O seu tratamento ¢ feito com o benzonidazol (Bzn), o qual ¢ muito
toxico e mais efetivo apenas na fase aguda da doenga, sendo a descoberta de farmacos
mais eficazes e menos toxicos um desafio. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar in silico e in vitro treze novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazéis. Para
avaliagdo in silico, foram utilizadas plataformas para busca de possiveis alvos de
atividade bioldgica. Além disso, foi realizado o docking molecular frente a alvos de T.
cruzi, citotoxicidade e do sistema imune. Foi avaliada a citotoxicidade celular, a atividade
tripanocida, a producdo de 6xido nitrico (ON), a morte celular e a imunomodulagdo dos
compostos testados. Apds o docking em alvos de T. cruzi, foi verificada maior afinidade
predita dos compostos pelas enzimas esqualeno sintase e 14-alfa demetilase. No docking
com as enzimas monoamina oxidase A e B, verificou-se a afinidade predita para JM-13.
No docking com alvos do sistema imune, verificou-se maior afinidade predita dos
compostos por TLR2 e TLR4. No geral, os compostos foram pouco tdxicos in vitro para
a maioria dos tipos celulares testados. O composto mais ativo para epimastigotas foi LIZ-
531 (2,8 uM), para tripomastigotas foi LIZ-311 (8,6 uM) e para amastigotas foi LIZ-331
(1,9 uM). Houve inducdo da producao de ON na concentracdo de 200 pg/mL por LIZ-
311 (2,5uM), L1Z-431 (4,1 uM) e LIZ-531 (5 uM) e JM-14 induziu a producdo de ON
nas 3 maiores concentracdes testadas. Avaliando a produgdo de citocinas, LIZ-331
induziu a produgdo de TNF e IL-6, ja LIZ-311, de TNF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17.
O composto LIZ-311 induziu morte celular principalmente por apoptose, diminuindo
compartimentos acidos e o potencial de membrana mitocondrial. Diante do exposto,
verifica-se o potencial de LIZ-311, pois além da atividade antiparasitaria, foi pouco
toxico, com potencial imunomodulador in silico e in vitro, além de induzir a morte

parasitaria por via apoptotica.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Imunomodulagdo; Trypanosoma cruzi; Farmacos;

M¢étodos computacionais.



ABSTRACT

Chagas disease is a neglected disease and its etiologic agent is Trypanosoma cruzi. Its
treatment is done with benznidazole (Bzn), which is very toxic and more effective only
in the acute phase of the disease, being the discovery of more effective and less toxic
drugs a challenge. Therefore, the objective of this work was to investigate in silico and in
vitro thirteen new phenoxyhydrazine-thiazole compounds. For in silico evaluation,
platforms were used to search for possible targets of biological activity. In addition,
molecular docking was performed with targets of 7. cruzi, cytotoxicity and the immune
system. Cell cytotoxicity, trypanocidal activity, nitric oxide (NO) production, cell death
and immunomodulation of the compounds were evaluated. After docking in 7. cruzi
targets, a higher predicted affinity of the compounds for the squalene synthase and 14-
alpha demethylase enzymes was observed. In docking with monoamine oxydase A and
B, the predicted affinity for JM-13 was verified. In docking with immune system targets,
there was a higher predicted affinity of the compounds for TLR2 and TLR4. Overall, the
compounds were mildly toxic in vitro for most cell types. The most active compound for
epimastigotes was LIZ-531 (2.8 uM), for trypomastigotes was LIZ-311 (8.6 uM) and for
amastigotes was LIZ-331 (1.9 uM). There was an induction of NO production at a
concentration of 200 ug/mL by LIZ-311 (2.5 uM), LIZ-431 (4.1 uM) and LIZ-531 (5
uM) and JM-14 induced NO production in 3 highest concentrations tested. Regarding the
production of cytokines, L.IZ-331 induced the production of TNF and IL-6, whereas L1Z-
311 induced TNF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17. The compound LIZ-311 induced cell
death by apoptosis, decreasing acidic compartments and the mitochondrial membrane
potential. In view of the above, the potential of LIZ-311 is verified, since in addition to
the antiparasitic activity, it was not very toxic, with immunomodulatory potential in silico

and in vitro, in addition to inducing parasitic death by apoptotic pathway.

Key words: Chagas disease; Immunomodulation; 7rypanosoma cruzi; Drugs;

Computational methods.
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1 INTRODUCAO

A doenga de Chagas ¢ uma doenga negligenciada que possui como agente
etiologico o Trypanosoma cruzi, um protozoario da familia Tripanosomatidae. E um
importante problema de saude publica por atingir principalmente uma parcela da
populagdo que possui menores recursos socioeconOmicos € menor acesso a saude
(SANMARTINO et al., 2021). O tratamento utilizado atualmente ¢ baseado em duas
drogas, o benzonidazol e nifurtimox, porém a eficacia muda de acordo com a fase da
doenga, sendo mais eficaz na fase aguda em relacdo a fase cronica, além de possuirem
alta toxicidade (ALDASORO et al., 2018). Um dos grandes desafios no tratamento dessa
enfermidade ¢ o estudo e descoberta de farmacos mais seletivos ao parasito € menos
toxicos ao individuo infectado (MARTiN—ESCOLANO; MEDINA-CARMONA;
MARTIN-ESCOLANO, 2020).

Para isso, os pesquisadores contam com ferramentas computacionais, de biologia
celular e molecular cada vez mais avancadas (SCARIM et al., 2019a). A partir do
desenvolvimento dessas ferramentas, tornou-se possivel estudar o parasito e encontrar
alvos importantes de seu ciclo de vida e, consequentemente, tornou-se factivel planejar
compostos sintéticos para que eles ajam em alvos importantes do ciclo de vida de 7. cruzi.

Com isso em mente, algumas estratégias vém sendo empregadas para se obter
moléculas com menor toxicidade e maior atividade antiparasitaria. Uma dessas
estratégias ¢ o uso de espacadores entre o anel fenilico e a por¢do tiossemicarbazona.
Espindola (2010) observou que o uso desse espacador melhorou a atividade tripanocida
dos compostos. Outra estratégia de obten¢ao de compostos visando melhorar a atividade
bioldgica € o bioisosterismo ciclico entre as tiossemicarbazonas e os tiazois (DA
CONCEICAO, 2018).

Além disso, considerando que a eficacia do tratamento esta intimamente associada
a resposta imune do individuo, ¢ de extrema importancia que novos compostos sejam
investigados com relagdo a sua atividade imunomoduladora em alvos imunolégicos para
a doenca (RAO et al., 2018).

Com isso em mente, uma série inédita de 13 compostos fenoxi-hidrazino-tiazois
foi planejada para ser avaliada na presente tese, na perspectiva de elucidar a atividade

tripanocidas de novos compostos sintéticos por abordagens in silico e in vitro.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos gerais

Investigar por métodos in silico e in vitro os mecanismos celulares e moleculares

de uma nova série de fenoxi-hidrazino-tiazois, candidatos a farmacos tripanocidas.

1.1.2 Objetivos especificos

a)

b)

g)

h)

Avaliar caracteristicas fisico-quimicas e de Absor¢ao, Distribui¢ao, Metabolismo
e Excrecao (ADME) dos compostos utilizando ferramentas computacionais para
predicao dessas caracteristicas;

Fazer a predi¢do de alvos que possam estar envolvidos no mecanismo de a¢ao dos
compostos, utilizando banco de dados;

Avaliar, in silico, a afinidade dos compostos por alvos de 7. cruzi e imunologicos
e descrever as razdes intermoleculares que justifiquem as diferengas de afinidade
entre 0s compostos;

Determinar a atividade citotoxica em células murinas (esplenocitos) e de linhagem
(L929, HepG2, Raw 264.7);

Determinar a atividade antiparasitaria das substancias avaliadas sobre as
principais formas evolutivas de 7. cruzi em cepas suscetiveis (Tulahuen), semi-
suscetiveis (cepa Y) e resistentes (Dm28) ao benzonidazol;

Analisar em sobrenadantes de cultura de macréfagos o efeito dos compostos sobre
a producao de 6xido nitrico;

Avaliar por citometria de fluxo a produgdo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-
6, IL-4, IL-10 e IL-17 em sobrenadantes de cultura de células esplénicas apos
tratamento in vitro com 0S compostos;

Avaliar por citometria de fluxo a participagdo dos compostos na inducdo de morte

celular em tripomastigotas de 7. cruzi,

1.2 JUSTIFICATIVA

Desde que o tratamento da doenca foi descoberto na década de 1960, nenhum

outro medicamento foi aprovado. Esse tratamento, além de bastante antigo, possui alta
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toxicidade e eficicia variada de acordo com a fase da doenga, sendo mais eficaz na fase
aguda. Além disso, vem sendo relatada resisténcia ao tratamento atual por algumas cepas
de T. cruzi (CAMPOS et al., 2014; MEJIA et al., 2012). Com isso, estudos tém testado
novos compostos em uma variedade de cepas com diferentes niveis de resisténcia ao
tratamento atual, tendo como objetivo de se entender melhor o comportamento desses
compostos e diminuir as falhas ao avancar nas fases de estudo (DINIZ et al., 2018)

Diferentes classes de compostos vém sendo investigadas como promissoras para
a doenca de Chagas. Algumas dessas classes sdo as dos derivados tiazodis, tio e
semicarbazonas, os quais sdo estruturas privilegiadas extensivamente estudadas com
relagdo a atividade antiparasitiria (SCARIM et al.,, 2019b). Derivados de
tiossemicarbazonas tem sido o objeto de estudos bioldgicos e de nosso grupo de pesquisa
devido a sua interessante farmacologia incluindo antiviral, anti-inflamatoria,
antiprotozoaria e propriedades antitumorais (ESPINDOLA et al., 2015; GOMES et al.,
2016; GUPTA etal., 2016; LEITE et al., 2007; KOBYLINSKA et al., 2016; MOREIRA
et al., 2012). Estas moléculas tém mostrado ser particularmente ativas contra diversas
espécies como Leishmania spp. € T. cruzi, tornando essa classe de compostos potenciais
agentes quimioterapicos para combater as doencas que estdo relacionadas com esses
parasitos, como a doenca de Chagas.

Para que se descubra uma nova abordagem terapéutica para a doenca de Chagas,
os métodos computacionais, como o docking molecular, t€m sido aliados aos ensaios
bioldgicos objetivando uma reduc¢ao no tempo e no custo de desenvolvimento de um novo
farmaco (GELDENHUYS et al., 2006). A utilizacdo dos métodos computacionais,
portanto, auxiliam a desenvolver moléculas mais especificas e com menos efeitos
adversos, pois ¢ possivel fazer predicdo de: alvos, toxicidade, caracteristicas de
farmacocinética e farmacodinamica, entre outras (PINZI; RASTELLI, 2019).

Em virtude do que foi mencionado, o presente trabalho visou a avalia¢do de

potenciais protdtipos a farmacos tripanocidas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas ¢ um importante problema de saide publica por atingir
principalmente uma parcela da populacdo que possui menores recursos socioeconomicos
e menor acesso a saude. A doenca foi descoberta em 1909 pelo médico Carlos Chagas,
porém ainda hd muito a se entender sobre ela (ALVAREZ et al., 2014; BERN, 2015;
PEREIRA; NAVARRO, 2013).

Hé4 cerca de 8 milhdes de pessoas no mundo com a doenga de Chagas,
principalmente distribuidas entre os 21 paises da América Latina, com taxa de mais de
10.000 mortes/ano associada a doenga (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2019). O Brasil contribui com mais de 1 milhao desses casos, tendo 13,35% da populacdo
sob risco de infecgio (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015).

A transmissdo da doenca de Chagas se d4, classicamente, através das fezes de
diversas espécies de vetores triatomineos, popularmente conhecidos como barbeiro,
furdo, bicudo, chupanga, entre outros. Além da transmissdo vetorial, existem outras
formas de transmissdo que merecem atengao, como por transfusdo de sangue, transplante
de o6rgdo, via oral e por via vertical (materno-fetal) (FARAL-TELLO et al., 2013).

Nos Estados Unidos, ha 11 espécies de vetores documentadas (7riatoma
gerstaeckeri, T. incrassata, T. indictiva, T. lecticularia, T. neotomae, T. protracta, T.
recurva, T. rubida, T. rubrofasciata, T. sanguisuga ¢ Paratriatoma hirsutae) € em apenas
duas dessas espécies nao foi encontrado o 7. cruzi: T. incrassata e P. hirsuta (BERN et
al, 2011; ZELEDON et al, 2012).

Os principais géneros dos vetores transmissores da doenca sdo Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus (COURA, 2015). Mais de 140 espécies de vetores triatomineos
foram descritas, onde 50 foram registradas em nosso pais (COURA; DIAS, 2009;
GALVAO et al., 2003). Destas, historicamente 5 espécies se mostraram importantes na
manutencdo da transmissdo por estarem presentes principalmente em areas domésticas:
Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata e Triatoma sordida (COURA; DIAS, 2009). Apesar de ter sido uma
importante espécie vetorial envolvida na manutencao da doenga de Chagas, a transmissao
por T. infestans foi declarada oficialmente eliminada do Brasil em 2006 devido ao

programa de controle desenvolvido em algumas areas do pais em 1950, e que veio a se
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tornar nacional no ano de 1983 (PETHERICK, 2010). Na figura 1 ¢ possivel ter um
panorama da transmissao vetorial da doenga de Chagas na América Latina (Central, Norte

e Sul) por triatomineos.

Figura 1 — Transmissdo da doenca de Chagas pelos vetores triatomineos.

Beolivia
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B0 Area endémica onds a transmissio pelo principal
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[0 Area onde a transmissio pele principal vetor estd perto
da intermpgio
[ Area onde 3 tramissio pelo principal vetor sstd
nterromprida
£ iirea onds o principal vetor fol eliminado

[ i e nio-endémica sem evidéneia de transmissio

[ 8em dados disponiveis

Fonte: Adaptado de Pérez-Molina e Molina (2018).

Outra via que tem crescido como forma de transmissao, sendo atualmente uma
das principais formas de manutencdo da transmissdo da doenca em diferentes
levantamentos epidemiolégicos, € a via oral. Segundo dados do Ministério da Saiude do
Brasil (2012-2016), foram confirmados casos da doenga de Chagas aguda (DCA) na
maior parte dos estados, com média de casos por ano de 238 casos; a regido Norte teve a
maior propor¢do de casos (97,1%); a via oral foi a principal via de transmissao, tendo
sido 73% dos casos associados a ela (BRASIL, 2019). Em 2018, foram confirmados 380

casos de DCA, tendo a regido Norte a maior proporc¢ao de casos do pais (92,1%), com
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incidéncia de 1,93 casos/100 mil habitantes e sendo a via oral a principal forma de
transmissao da doenca (BRASIL, 2019).

Diante desse cenario, tem havido um crescimento no pensamento de que a doenga
deva ser considerada uma doenca transmitida por alimentos (ROBERTSON et al., 2016).
Em um levantamento dos casos das doencas parasitarias transmitidas por alimentos,
desenvolvido pelo grupo Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group,
citou-se a doenca de Chagas, no entanto, ndo a incluiu por limitagdes de recursos
(TORGERSON et al., 2015). A ingestao de alimentos in natura contaminados, como agai
e cana de acucar (caldo de cana), estd relacionada a grande carga parasitria no
hospedeiro, o que resulta em uma fase aguda inicial muito severa e alto indice de
mortalidade (PEREIRA et al., 2009). Esse tipo de transmissdao tem causado surtos
recentes da doenca na regido Amazonica do Brasil (COSTA et al., 2017; SANTANA et
al.,, 2019; SOUZA-LIMA et al., 2013), mas também em outras regides. Vargas e
colaboradores (2018) demonstraram a associagao da transmissao oral da doenga por caldo
de cana contaminado no estado do Rio Grande do Norte, além de relatar 18 casos da
doenca neste surto. Recentemente, no ano de 2019, houve um surto da doenga em
Pernambuco em que houve 29 casos confirmados da DCA e que iniciaram tratamento
para a doenga (GOES, 2019).

Para que haja uma mudanga desse cendrio e controle dessa transmissdo, ¢
necessaria a correta esterilizacdo dos alimentos. Em 2005, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), criou o regulamento técnico de procedimentos para
manipulagdo de alimentos e bebidas preparados com vegetais (BRASIL, 2005). No
mesmo ano, mais especificamente para o acai, a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) desenvolveu um protocolo que abrange desde o cultivo a
esterilizacdo (BRASIL, 2008).

Com o aumento da migracdo de pessoas entre os paises de areas endémicas e nao-
endémicas (principalmente Estados Unidos, Canadd, Japao, Austrélia, Bélgica, Espanha,
Franga, Italia, Reino Unido e Suiga), algumas vias de transmissdo ganharam importancia:
as vias sanguinea, vertical e por transplante de érgdos (COURA; VINAS, 2010;
REQUENA-MENDEZ et al., 2015). Devido a isso, faz-se necessario nesses paises um
screening dos provaveis doadores para que diminua o risco de transmissdo da doencga por

essas vias.
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Diante do exposto, fica clara a importancia epidemioldgica da doenga. Mesmo
ap6s mais de 110 anos de seu descobrimento ainda hd a manutengdo da transmissao e

necessidade de controle, tanto em nivel estadual, quanto nacional e mundial.

2.2 ASPECTOS GERAIS DE TRYPANOSOMA CRUZI

O agente causador da doenca de Chagas, o T. cruzi, pertence a Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e ao subgénero Schizotrypanum (DE SOUZA & VIDAL,
2017). O parasito possui trés formas evolutivas (figura 2) que se diferenciam através da
posi¢ao do cinetoplasto, estrutura onde se localiza o DNA (deoxyribonucleic acid)
mitocondrial nos membros da familia Tripanosomatidae, em relagdo ao nucleo da célula
e a posicao do flagelo (TEIXEIRA et al., 2011a). A forma amastigota, intracelular
obrigatdria, possui um flagelo rudimentar e o cinetoplasto se localiza entre o ntcleo e o
flagelo; a forma epimastigota (presente no tubo digestivo do inseto vetor) possui flagelo
e cinetoplasto anteriores ao nucleo; a forma tripomastigota (infectiva e sanguinea
circulante) possui cinetoplasto posterior ao nucleo e o flagelo torna-se livre na regido

anterior.

Figura 2 — Desenho esquematico das formas evolutivas de Trypanosoma cruzi.

Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005).
Legenda: A — Epimastigota, B — Amastigota, C — Tripomastigota.

O ciclo evolutivo de T. cruzi (figura 3) se inicia comumente quando um inseto
vetor faz o repasto sanguineo em um animal ou humano infectado, ingerindo a forma
tripomastigota sanguinea (figura 3.1). No estomago do vetor, essa forma evolutiva se
diferencia em epimastigotas ¢ em alguns esferomastigotas (figura 3.2-3). Quando
alcancam o intestino, os epimastigotas que sobreviveram se dividem por divisdo binaria
(figura 3.4). Ap0s isso, os epimastigotas migram para o intestino posterior do vetor onde

comegam a se diferenciar em tripomastigotas metaciclicos (forma infectiva, figura 3.5).
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Essas formas podem soltar-se do epitélio e serem eliminadas pela urina e pelas fezes do

vetor ao fazer o repasto sanguineo em outro hospedeiro (figura 3.7).

Figura 3 — Ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi.

Fases no inseto vetor

Fases no mamifero hospedeiro

Fonte: Teixeira et al. (2011).
Legenda: 1-15 Descrigdo das etapas do ciclo de vida de T. cruzi.

Ao fazer o repasto sanguineo no mamifero, o inseto na maioria das vezes urina e
defeca, depositando a forma infectiva (figura 3.7). Ao cogar o local da picada, o parasito
pode entrar no hospedeiro através da lesdo ocasionada pela picada, porém ele também ¢
capaz de atravessar a pele integra. As formas infectivas entram na corrente sanguinea e
podem invadir diferentes células nucleadas, como os macrofagos (figura 3.8). Apds a
fagocitose, forma-se o vactolo parasitoforo, onde em seu interior o tripomastigota se
diferencia em amastigota ¢ ha a quebra da membrana do vactolo (figura 3.9-10). No
citoplasma, amastigotas se multiplicam por seguidas divisoes binarias (figura 3.11).

ApoOs isso, passam por uma forma de transicdo antes de tornarem-se

tripomastigotas e a célula do hospedeiro ¢ rompida pela grande quantidade de parasitos
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(figura 3.12-13). Nem todas as formas amastigotas podem se diferenciar antes do
rompimento da célula, o que leva ao aparecimento de diferentes formas fora da célula
(figura 3.14). Ainda no meio externo, tripomastigotas e amastigotas podem vir a infectar
outras células (figura 3.15a-b). O ciclo se reinicia quando um inseto vetor se alimenta do
sangue do hospedeiro infectado.

Antes acreditava-se que apenas os tripomastigotas fossem infectivos as células de
mamifero, porém um estudo recente demonstrou que os epimastigotas também podem

infectar essas células tanto in vitro quanto in vivo (KESSLER et al., 2017).

2.3 BIOLOGIA CELULAR DE TRYPANOSOMA CRUZI

Por ser eucarioto, 7. cruzi possui organelas comuns aos eucariotos, além de
intrinsecas a familia (SOUZA, 2002). O ntcleo tem a organizagdo de um nucleo
eucariotico com nucléolo no centro. A diferenga entre os ntcleos das formas evolutivas ¢
que em epimastigotas e amastigotas o nucleo ¢ arredondado, enquanto em tripomastigotas
ele ¢ alongado. O reticulo endoplasmatico se localiza em todo o parasito e em todas as
formas evolutivas, o complexo de Golgi estd sempre perto da bolsa flagelar, porém em
epimastigotas € amastigotas os quais possuem citostoma, costumam se localizar préximo
a ele. O citdstoma possui a fun¢do de endocitose, e faz parte do complexo citéstoma-
citofaringe, invagina¢do profunda da membrana citoplasmatica apenas dessas formas
evolutivas que se estende até proximo ao nucleo (LIMA et al., 2012; PORTO-CARRERO
et al., 2000).

Uma outra estrutura importante ¢ a bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo, o
qual é formado por um axonema com nove pares de microtibulos periféricos e um par
central envolvidos por uma membrana flagelar (SOUZA, 2009). Essa regido participa de
processos importantes, como endocitose, exocitose, motilidade, morfogénese e replicagao
(DURANTE; CAMARA; BUSCAGLIA, 2015; LANGOUSIS; HILL, 2014).

Os reservossomos, encontrados na forma epimastigota, sdo o ponto final dessa via
endocitica e uma série de lipideos, proteinas e proteases, como a enzima cruzaina, sao
armazenados neles (PEREIRA et al., 2015; SANT’ANNA et al., 2009). As outras formas
evolutivas ndo possuem um reservossomo tipico, e sim uma forma relacionada a ele, a
qual também contém a cruzaina (BATISTA et al., 2015; SANT’ANNA et al., 2008).

Outras organelas importantes sdo os acidocalcissomos, compartimentos acidos

ricos em calcio, foésforo e outros ions, que participam da manutengdo de pH (potencial
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hidrogenidnico) e osmorregulagio (DOCAMPO; MORENO, 2011; DOCAMPO;
HUANG, 2015) e os glicossomos que armazenam enzimas da via glicolitica (MICHELS
et al., 20006) (figura 4).

Figura 4 — Estruturas intracelulares da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Teixeira et al. (2011).

Todos os flagelados da ordem Kinetoplastida tém mitocondria Unica que se
estende por todo o corpo celular e contém DNA mitocondrial em uma estrutura
denominada cinetoplasto (PAES et al., 2011). O volume que essa mitocondria pode
ocupar em relagdo ao volume total celular varia dependendo de fatores ambientais e
nutricionais (SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009).

Para se diferenciar, adaptar ou evadir ao sistema imune, bem como apos a
interacdo com medicamentos, pela agdo de espécies reativas de oxigénio, oS
tripanossomatideos utilizam a morte celular programada (MCP) (NGUEWA et al., 2004).
Os principais tipos de morte celular sdo: apoptose, autofagia e necrose tendo cada uma
caracteristica fenotipica especifica e apenas as duas primeiras fazendo parte da MCP. O
fenotipo de morte celular dos cinetoplastideos possui caracteristicas semelhantes com
organismos multicelulares, como vacuolizagao citoplasmatica, condensagdo da cromatina
e a fragmentagdo do DNA. Essa organela também tem grande importancia na MCP, sendo
uma das principais organelas utilizadas na literatura para se entender o processo de morte
celular induzido por candidatos a farmacos tripanocidas (FIDALGO; GILLE, 2011;
PAES et al., 2011).
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2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA DOENCA DE CHAGAS

Segundo o II Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas (DIAS et al., 2016), o
diagnostico na fase aguda deve ser confirmado sempre laboratorialmente, principalmente
pelo parasitologico direto, fazendo a deteccdo da forma tripomastigota sanguinea
(padrao-ouro). Paralelo a isso, também ¢ feita a sorologia para detecgao de
imunoglobulinas M (IgM) anti-7. cruzi. Na figura 5, esta descrito o fluxograma do

diagnostico laboratorial da doenca na fase aguda.

Figura 5 — Fluxograma para diagnostico laboratorial da doenca de Chagas aguda.

Coleta de amostra de sangue penférico para testes parasitologicos e sorolégicos simultaneamente
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Fonte: Adaptado de Brasil (2018).

Legenda: *A confirmagdo pelo critério soroldégico deve ser avaliada rigorosamente, levar em considerag@o
o intervalo entre as datas de inicio de sintomas e coleta da amostra de sangue, além de considerar
evidéncias clinicas epidemiolégicas. ® Na detecgdo de IgM, descartar o caso somente ap6s a avaliagio da
sorologia de imunoglobulina G (IgG). ¢ Para confirmacao por IgG, sdo necessarias duas coletas com
intervalo minimo de 15 dias entre uma e outra, sendo preferencialmente execugdo pareada (inclusao da

primeira e da segunda amostras no mesmo ensaio para efeitos comparativos).

Durante a fase cronica da doenca, devido a escassez de parasitos no sangue, faz-
se necessario outros métodos diagnosticos, como a detec¢do de imunoglobulinas G (IgG)
anti-T. cruzi (CHATELAIN, 2015). E preconizado pelo Ministério da Saude que se utilize
pelo menos dois tipos de testes soroldgicos diferentes (geralmente ELISA,

imunofluorescéncia indireta e hemaglutinacao indireta) para confirmagao do diagnostico
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da doenca (BRASIL, 2018). Na figura 6 esta descrito o fluxograma do diagndstico

laboratorial na fase cronica da doenca.

Figura 6 — Fluxograma do diagnostico laboratorial na fase cronica da doenca de Chagas.
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Fonte: Brasil (2018).

Legenda: * Cenario: sem uma rede laboratorial adequada, investigacdo diagnostica em pacientes com
dificil acesso aos servigos de saude e em gestantes com suspeita de doenga de Chagas durante o pré-natal
ou em trabalho de parto. ® O terceiro teste realizado pode ser qualquer um dos seguintes: ELISA,
imunofluorescéncia indireta, hemaglutinacdo indireta, western blot ou imunoensaio quimioluminescente.

PCDT = Protocolos Clinicos ¢ Diretrizes Terapéuticas.

Com relagdo a utilizacdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
diagnostico, de acordo com a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Satude
(2005), essa pode ser uma importante ferramenta no caso de sorologia inconclusiva.
Outras utilidades importantes da técnica sdo a deteccdo de reativacdo da doenca em
imunossuprimidos cronicamente infectados e detec¢do em pacientes que receberam

orgdos de doadores cronicamente infectados (QVARNSTROM et al., 2012).

2.5 FORMAS CLINICAS DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas possui duas fases: aguda e cronica. A fase aguda pode se
apresentar de algumas formas: assintomatica, sintomatica com sintomas inespecificos

(febre, apatia, hepatoesplenomegalia, etc) ou com um quadro clinico severo que ¢ mais
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comum em jovens (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011). Durante a fase aguda, a parasitemia
e a quantidade de parasitos distribuidos nos tecidos sao maiores (DUBNER et al., 2008).

Segundo Tarleton (2001), a fase aguda, com duragdo de 2 a 3 meses, termina
quando o sistema imune consegue controlar a parasitemia e o nivel de parasitos nos
tecidos. Esse controle envolve anticorpos, linfocitos T CD8+ (citotoxicos) e linfocitos T
CD4+ (auxiliares, resposta do tipo Thl) produtores de altos niveis de IFN-y (interferon
gama).

Apos essa fase aguda, cerca de um ter¢o dos pacientes evolui para a fase cronica.
Pode haver evolugdo para a forma indeterminada - sem evidéncias de comprometimento
organico - ou para a sintomatica (cardiaca, digestiva ou cardio-digestiva) décadas apos a

infeccdo inicial (figura 7) (LO PRESTI et al., 2015).

Figura 7 — Radiografias de algumas das apresentagoes clinicas da doenga de Chagas.
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Fonte: Adaptado de Coura et al. (2007).

Legenda: (A) Cardiopatia chagasica, (B) megaesdfago grau Il e (C) megacdlon.

Pessoas com a forma indeterminada possuem sorologia positiva para anticorpos
anti-7. cruzi, eletrocardiograma normal, e radiologia normal de torax, es6fago e colon
(RASSI JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Enquanto que, quando se tem a forma
digestiva, ha alteragdes na motilidade do esofago e célon o que pode acarretar em
problemas de degluticdo, regurgitacdo e constipacao detalhadas no quadro 1 (TEIXEIRA
etal., 2011b).
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Quadro 1 — Anormalidades de es6fago e colon na Doenga de Chagas baseadas no raio-x.

Megaesofago Megacoélon
Diametro normal, mas dificuldade em esvaziar o Estagio I, com eliminag@o espontanea das fezes
contraste de bario ingerido
Dilatagdo moderada e retencdo do contraste de bario Estagio II, onde ndo ha eliminagdo espontinea das
fezes
Grande dilatagdo, hipotonia, e contratilidade minima Estagio III, com obstrugéo total
Dilatagdo muito grande com alongamento do
diafragma

Fonte: Adaptado de Teixeira et al. (2011).

A maioria dos doentes com a forma cronica possui a forma cardiaca, a qual ¢é
extremamente debilitante (SOARES; PONTES-DE-CARVALHO; RIBEIRO-DOS-
SANTOS, 2001). Essa forma possui como caracteristica histopatoldgica principal a
inflamag¢ao miocardica, podendo levar ao aumento do coracdo (megalocardia), junto com
miocitdlise e fibrose (MACHADO et al., 2013).

Existem duas vertentes de pensamentos para a patogénese chagdsica cronica
(GIRONES; FRESNO, 2003; TARLETON; ZHANG, 1999). A primeira traz a ideia de
que o 7. cruzi induz uma forte resposta do sistema imune, a qual também atinge os tecidos
normais do hospedeiro, o que pode levar a mimetizagdo de epitopos entre
parasito/hospedeiro, induzindo autoimunidade (DE BONA et al.,, 2018; BONNEY;
ENGMAN, 2015; TEIXEIRA et al., 2011). A segunda apoia a hipdtese de a presenga
continua do parasito nos tecidos ser responsavel pela inflamacao e dano observados nos
mesmos (FERNANDES; ANDREWS 2012; TARLETON, 2001; TEIXEIRA;
NASCIMENTO; STURM 2006).

Nao existe consenso com relagdo a patogénese da doenga de Chagas e ha lacunas

a serem preenchidas.

2.6 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA DOENCA DE CHAGAS

Embora exista um conflito sobre o mecanismo da patologia da Doenga de Chagas,
o papel da resposta imune tem sido relatado nas fases aguda e cronica da doenca (BOARI
etal.,, 2012; HYLAND et al., 2007; PEREZ et al., 2012; PONCE et al., 2012; SOARES,
PONTES-DE-CARVALHO; RIBEIRO-DOS-SANTOS, 2001).
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2.6.1 Infec¢io aguda

Controlar a infecgao pelo 7. cruzi depende de respostas imunes inatas e adquiridas,
que sdo ativadas durante a infec¢do inicial e sdo criticas para a sobrevivéncia do
hospedeiro. Essas respostas envolvem as diferentes células do sistema imunolégico e a
producao de citocinas do perfil Thl (pré-inflamatorias). O perfil Th2 estd relacionado
com a suscetibilidade a doenga, onde a principal citocina envolvida ¢ a IL-4 (HIYAMA
et al., 2001). Estudos em modelos experimentais agudos da doenca mostraram o papel de
citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, TNF-a (Tumor necrosis fator alfpha, Fator de
Necrose Tumoral Alfa) e IL-6 na resisténcia a infec¢do por 7. cruzi (ALIBERTI et al.,
2001; GAO; PEREIRA, 2002). E importante salientar que IFN-y e TNF-a tém papel dual
de acordo com o curso da doenga (FERREIRA et al., 2014; PAPATHANASIOU et al.,
2015).

Uma vez que células da resposta imune inata estdo diretamente envolvidas no
combate a infec¢do inicial ao 7. cruzi, ¢ interessante que se entenda a interagdo de
compostos com toll-like receptors (receptores toll-like, TLRs) visando estimular a
capacidade das células dessa resposta imune em responder ao parasito (RODRIGUES;
OLIVEIRA; BELLIO, 2012). Os TLRs sao uma familia de proteinas transmembrana,
evolutivamente conservadas entre insetos e humanos que fazem parte de um grupo de
moléculas chamado de pattern recognition receptors (receptores de reconhecimento de
padrao, PRRs). Ao interagir e reconhecer moléculas chamadas de pathogen-associated
molecular pattern (padroes moleculares associados a patégenos, PAMPs) podem induzir
resposta imune tanto inata quanto adquirida. Diversas moléculas do parasito tém sido
identificadas como PAMPs para os TLRs. Os principais sdo os glicoinositolfosfolipideos
encontrados em grandes quantidades na membrana celular dos tripanosomatideos.
Estudos tém mostrado que glicosil-fosfaditilinositois (GPIs) derivadas de tripomastigotas
sdo reconhecidas pelo TLR2 (CAMPOS et al., 2001, ROPERT; GAZZINELLI, 2000).
Outro GPI purificado das formas epimastigotas induz ativa¢ao da via NF-kB via TLR4
(OLIVEIRA et al., 2004).

A primeira comprovacao da importancia dos TLRs nos mecanismos de resisténcia
ao T. cruzi foi feita em camundongos nocautes para a molécula adaptadora MyDS8S,
essencial para sinalizagdo de quase todos os TLRs. Esses camundongos, quando
infectados com tripomastigotas, apresentaram alta parasitemia e mortalidade que

estiveram associadas a uma baixa producao de IFN-y e IL-12 (PELLEGRINI et al., 2011;
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GAZZINELLI; DENKERS, 2006). Além disso, camundongos nocaute para TLR4 tém
intensa parasitemia, confirmando o papel do TLR4 na resisténcia a infecc¢ao por 7. cruzi
(OLIVEIRA et al., 2004, 2010).

Adicionalmente, camundongos nocautes para TLR2 e TLR9 foram mais
suscetiveis a infecgdo por 7. cruzi além de ter uma baixa resposta Th1 (BAFICA et al.,
2006). Da mesma maneira, a resposta inflamatoria induzida pela ligagao de
glicoinositolfosfolipideo (GIPL) a TLR4 leva a producao de resposta protetora baseada
na producdo de IFN-y, TNF-a e ON.

De acordo com estudos anteriores, TLR9 tem um papel crucial no estabelecimento
da resposta Thl, enquanto o TLR2 pareceu atuar como um imunorregulador no estagio
inicial da infec¢do. Gravina e colaboradores (2013) investigaram o papel dos TLRs (2 e
9) na infec¢do aguda experimental por 7. cruzi. Eles observaram que células dendriticas,
macrofagos e monocitos usam de maneiras diferentes esses dois TLRs durante a fase
aguda da infecgdo - levando a producao diferente de TNF-a e IL-12 entre essas células -
e que camundongos deficientes de TLRY, e nao deficientes de TLR2, sdo suscetiveis a
infec¢do por 7. cruzi.

A atuacdo da resposta imune inata tem importante papel no combate inicial ao
parasito. Estudos mostram que macréfagos, células dendriticas e células natural killer
(NK, assassina natural) desencadeiam forte resposta inflamatoria juntamente com
aumento da produgdo de citocinas e quimiocinas (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA et al.,
2014; KANIA et al., 2013; MACHADO et al., 2008; PINHO et al., 2014; REZENDE-
OLIVEIRA; SARMENTO; RODRIGUES-JUNIOR, 2012).

ApOs interagdo inicial do parasito com as células da resposta imune inata, sao
apresentadas diferentes sinaliza¢des intracelulares que culminam na ativagdo de NF-kB,
producdo de citocinas inflamatorias, conectando a resposta inata a adaptativa para que
haja uma resposta imune efetiva (MACHADO et al., 2012). O parasito também pode
induzir aumento da producao de IL-12, interferindo na producao de IFN-y pela ativacao
de células NK e inducao de células da resposta Th1 (KAYAMA; TAKEDA, 2010). Além
disso, essas cé¢lulas NK ativadas por IL-12 levam a expansdo de células TCD4+ e CD8+
pela producao de IFN-y, as quais produzem mais IFN-y. Esse ultimo, juntamente com
TNF-a e IL-12, ativa macrofagos que estdo infectados com 7. cruzi a produzir 6xido
nitrico (ON) e a expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) controlando
a divisdo intracelular do parasito e promovendo sua eliminacdo (DAFF, 2010; DOS-

SANTOS et al., 2016; GUPTA; WEN; GARG, 2009; GUTIERREZ et al., 2009; SILVA;
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MACHADO; MARTINS, 2003). No entanto, ON em excesso também pode levar a danos
teciduais, mostrando o seu papel dual e a importdncia do controle imunoldgico
(TATAKIHARA et al., 2015). O TNF-a também atua por via autdcrina sendo um segundo
sinal que leva a produgdo de ON por macréfagos ativados por IFN-y e midcitos cardiacos
infectados (MACHADO et al., 2000). Com isso, tanto o0 ON quanto a enzima iNOS sao
considerados importantes alvos imunomoduladores a serem investigados (SERAFIM et
al., 2012).

Além da resposta imune inata, a resposta imune adaptativa ¢ de extrema
importancia ¢ vem sendo elucidada (BASSO, 2013; PADILLA; BUSTAMANTE;
TARLETON, 2009). Um estudo mostrou miocardite relacionada a presenc¢a de linfocitos
T CD4+ e CD8+ na fase aguda da doenga, bem como de antigenos de 7. cruzi (MENEZES
et al., 2004), ou seja, essas células podem estar envolvidas na patologia da miocardite
aguda. Linfocitos T CD4+ e CD8+ secretam principalmente IFN-y, o principal
responsavel pela polarizagdo Thl em relagdo a Th2. Ja os linfécitos T CD8+ sdo
apontados em processos distintos, tanto durante a progressdo da doenga, na patologia na
fase cronica (DUTRA et al., 2000), como no controle de parasitos na infe¢do aguda
(COSTA et al., 2000), e também associados a uma possivel auséncia de atividade que
ajuda no estabelecimento da doenca (ALBAREDA et al., 2006). Uma das citocinas que
influenciam nesses mecanismos efetores dos linfocitos T CD8+ e na expansdo dos
linfocitos T na infec¢do aguda é a IL-2 (MARTIN; TARLETON, 2004). Devido a essa
gama de influéncias descritas para essas células, especula-se que populagdes distintas de
células T CD8+ podem existir durante a doenga, relacionadas as diferentes fungdes
(MACHADO et al.,, 2012). Além da dicotomia Thl1/Th2, células Thl7 também
demonstraram ajudar no controle da infec¢ao e da inflamagao cardiaca na fase aguda em
modelo experimental da doenga, modulando a resposta Th1 (GUEDES et al., 2010).

Apesar de toda essa resposta imune desenvolvida para que haja o combate ao
parasito, muitos pacientes evoluem da forma aguda para a forma cronica da doenga.
Alguns dos fatores envolvidos nessa evolugdo sdo a evasdo de 7. cruzi ao sistema imune,
a cepa envolvida na infecg¢do inicial e o a capacidade do sistema imune do hospedeiro em
responder a essa infec¢io (MAGALHAES et al., 2015; NAGAJYOTHI et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2010).

Com relacdo ao escape ao sistema imune, uma das maneiras que o parasito possui
para fazé-lo ¢ bloqueando a ativagdo de NF-kB, o que leva a menor producdo da citocina

pro-inflamatoria IL-12 por macrofagos, através da acdo da enzima parasitaria cruzaina
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(DOYLE et al., 2011). Outra molécula do parasito que interage com o sistema imune € o
modula ¢ a enzima trans-sialidase, a qual ¢ considerada um fato de viruléncia parasitaria
devido a isso. Durante a apresentacao de antigeno, a trans-sialidase limita a resposta pro-
inflamatoria e estimula a resposta anti-inflamatoria através de uma maior producao de IL-
10, favorecendo a infecgdo e persisténcia do parasito nos tecidos (DIAZ et al., 2015). O
parasito também expressa em sua superficie moléculas semelhantes & mucina que
participam da interagcdo inicial parasito-hospedeiro, bem como da evasao ao sistema
imune (NARDY; FREIRE-DE-LIMA; MORROT, 2015). A forma sialilada dessas
proteinas protege o parasito da acdo de anticorpos, do sistema complemento (DA
FONSECA et al., 2019), além de impedir os eventos iniciais de ativacao de linfocitos T
(ALCAIDE; FRESNO, 2004).

Outro fator que esta envolvido na infecgao inicial ¢ a cepa do parasito. Um estudo
com duas cepas de dois Discrete Typing Units (DTUs) diferentes (Tcl e Tcll) na infecgao
aguda demonstrou que a cepa Col cll.7, pertencente a Tcl, levou a uma maior ativagao
de mondcitos e producdo de IL-10, enquanto que a cepa Y, pertencente a Tcll, ativa
menos 0s monocitos, no entanto, causa uma maior produg¢do de citocinas pro-
inflamatorias por células periféricas mononucleares (MAGALHAES et al., 2015). DTU
¢ um conjunto de unidades populacionais geneticamente mais semelhantes entre si do que
a qualquer outra wunidade e podem ser identificados por marcadores
genéticos/moleculares/imunologicos comuns (TIBAYRENC, 2003). Ou seja, as cepas
podem levar a desfechos imunolégicos diversos e, consequentemente, a impactos

diferentes no curso clinico da doenga.

2.6.2 Infec¢ao cronica

Na fase cronica da doenga de Chagas, os sinais e sintomas clinicos dos pacientes,
ou a auséncia, parecem estar relacionados com a resposta imunoldgica do individuo.
Sabe-se que na forma cardiaca ha um perfil Thl de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6,
IL-9, IL-12) com baixo nivel de citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13),
enquanto o contrario ¢ visto na forma indeterminada, sugerindo que o equilibrio destas
citocinas poderia ter um papel-chave no desenvolvimento da doengca (DUTRA et al.,
2009; POVEDA et al., 2014). Em meio a esse ambiente de regulacdo, hd o envolvimento

de outras células do sistema imune, como monocitos/macrofagos, influenciando a
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atividade linfocitaria tanto em modelos experimentais quanto em humanos na fase cronica
(DHIMAN et al., 2013; GOMES et al., 2014).

Duas das principais citocinas do perfil pré-inflamatorio, TNF-a e IFN-y, estao
diretamente envolvidas na patologia da forma cardiaca da Doenga de Chagas (CRIADO
et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2012; TORZEWSKI et al.,
2012). Além delas, IL-6 foi uma citocina muito expressa por pacientes com essa forma
em estudo de Sousa et al. (2014), em relagdo a pacientes com a forma indeterminada, que
expressaram IL-10 em maior quantidade. Assim, a resposta imunolédgica do tipo 1,
embora importante na contencao da replicacao parasitaria durante a fase aguda como ja
descrito, pode também estar envolvida no desenvolvimento de doenca cardiaca grave
(ABEL et al., 2001).

Em relagdo a forma indeterminada, ha um aumento da expressao de citocinas e
fatores de transcri¢ao relacionados aos perfis Th2, Th9, Th22 e Treg, associado ha uma
expressao reduzida das citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e TNF-o (GUEDES et
al., 2016; SOUZA et al., 2017). Estudos indicam uma correlagdo entre a produciao de
citocinas inflamatorias por células T CD4+ e mondcitos de pacientes com a forma
cardiaca e a producao de IL-10 pelas mesmas células de pacientes assintomaticos
(SOUZA et al., 2004, 2007). Isso indica que as citocinas anti-inflamatorias podem ajudar
a neutralizar a acdo das citocinas pro-inflamatdrias e consequentemente podem levar a
redugdo dos danos teciduais (GOMES et al., 2003; VILLANI et al., 2010).

Enfatizando a relevancia da regulagdo do sistema imune, as células T reguladoras
sa0 majoritariamente encontradas em pacientes com a forma indeterminada da doencga e
as principais envolvidas na produc¢do de IL-10, mostrando a importancia das células
produtoras dessa citocina na regulacdo da resposta imunologica desses pacientes
(ARAUJ Oetal., 2006, 2011a,2011b, 2012; LIU; ZHAO, 2007). Uma outra evidéncia da
importancia dessas células no controle da patologia ¢ a de que pessoas com a forma
indeterminada possuem maior niimero de células T CD4+CD25"¢", levando a crer que a
expansdo dessas células pode ser benéfica na fase cronica (VITELLI-AVELAR et al.,
2005). Aliado a isso, estudo de Guedes et al. (2012) com pacientes com a forma cardiaca,
mostrou uma maior producao de IL-10 e IL-17 na forma mais branda da doenca e que
diminui¢do da fun¢do de células T CD4+CD25+ e menores niveis de IL-17 tém ligacao
com a forma mais severa. Um estudo de Magalhaes et al. (2012) corroborou com esses
achados, além de verificar que na forma cardiaca ha um menor niimero de células Th17

circulantes, em relagdo a pacientes indeterminados e ndo infectados. Além disso, estudo
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de Cai et al. (2016) em modelo experimental da doenga trouxe que células Th17 sdo mais
protetivas frente a infec¢ao por 7. cruzi que células Th1, além de mostrar que essas células
podem agir tanto na imunidade extracelular como na intracelular.

Muito vem se discutindo sobre o beneficio do tratamento na fase cronica (VIOTTI
etal., 2014; SOSA-ESTANI; COLANTONIO; SEGURA, 2012), principalmente levando
em consideragao manifestacdes clinicas, sorologia e a parasitemia (AGUIAR et al., 2012;
ALVAREZ et al., 2012; ANDRADE et al., 2013; FRAGATA-FILHO et al., 2016).
Porém, pouco se investiga sobre a influéncia do tratamento no sistema imune. A presenca
de altos niveis de IFN-y em células mononucleadas do sangue periférico de pacientes
curados apos tratamento sugere um efeito benéfico dessa citocina na eficacia da
quimioterapia (BAHIA-OLIVEIRA et al.,, 2000). No entanto, o envolvimento desta
citocina juntamente com eventos citotoxicos no desenvolvimento da doenga também tem
sido descrito (SOARES et al., 2001). Ou seja, durante a fase aguda da infecgao, IFN-y
pode agir em sinergia com o tratamento especifico para eliminar os parasitos (FERRAZ
et al., 2007; ROMANHA et al., 2002). Essa relacao benéfica entre o balango de citocinas
e tratamento também foi vista na fase cronica em pacientes com a forma indeterminada e
cardiaca (SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2008, 2012).

Na forma indeterminada, o tratamento com benzonidazol levou a uma indu¢ao do
perfil pro-inflamatorio por células NK e T CD8+ junto com manuten¢do de IL-10,
enfatizando a relevancia do ambiente regulatorio, ja na forma cardiaca levou a menores
niveis de IFN-y e maiores niveis de IL-10 (CAMPI-AZEVEDO et al., 2015). Um estudo
conduzido por Mateus e colaboradores (2017) com individuos cronicamente infectados,
mostrou que o tratamento com o benzonidazol melhorou a resposta T CD8+ antigeno-
especifica, diminuindo a coexpressdo de moléculas inibitdrias dessas células e aumentado
a capacidade funcional dessas células (observado pelo aumento producao de citocinas e
moléculas citotoxicas). Alinhado a isto, estudo de Pérez-Anton e colaboradores (2018)
concluiu que o tratamento com o benzonidazol em pessoas cronicamente infectadas
reverteu o processo de exaustdo das células T CD4+ e CD8+ e aumentou a capacidade
responsiva desses linfocitos (aumento de células expressando IL-2 e TNF-a). Este
processo de exaustdo de linfocitos T tem sido relatado na literatura. Ele ocorre devido a
uma exposicdo continua a antigenos parasitarios, desencadeando uma resposta
disfuncional dos linfocitos T através da diminui¢do da capacidade de produzir citocinas

e moléculas citotdxicas contra o agente infeccioso, além de induzir aumento progressivo
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na expressdo e coexpressdo de moléculas inibitérios na membrana das células T
especificas para o antigeno (RODRIGUES et al., 2014).

Nao se sabe o que leva a um aumento do perfil anti-inflamatorio observado na
forma indeterminada em relagdo a um perfil pro-inflamatério observado na forma
cardiaca. Isso pode depender das caracteristicas genéticas do hospedeiro e das alteragdes
dependentes da idade do sistema imunolédgico, por exemplo (AYO et al., 2013; DRIGO
et al., 2006; FRADE et al., 2013; HENAO-MARTINEZ; SCHWARTZ; YANG, 2012;
NOGUEIRA et al., 2015; PISSETI et al., 2013).

Por um lado, a gama de perfis imunologicos envolvidos na patologia da doenga
refor¢gam a importancia de investigar como um possivel novo tratamento pode atuar no
sistema imunolodgico, auxiliando no combate ao desenvolvimento da doenga. Por outro
lado, esse aspecto imunolégico é pouco investigado quando se trata de novos
medicamentos para a doenca.

Uma variedade de classes de compostos tem sido testada para a doenga de Chagas
e algumas estruturas privilegiadas, especialmente aquelas relacionadas a ftalimida,
tiossemicarbazonas, tiazdis e 4-tiazolidinonas estdo sendo consideradas chassis
moleculares (scaffolds) anti-T. cruzi ¢ imunomoduladores promissores (LEITE et al.,
2019). Gomes e colaboradores (2020) testaram tanto ftalimido-tiossemicarbazonas
quanto derivados de ftalimido-tiazol in vitro e encontraram 3 compostos com ICso abaixo
de 5 uM frente a tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi. Em um trabalho que testou
derivados de tiossemicarbazonas, o composto [(E)-2-(1-(4-clorofeniltio)propano-2-
ilideno)hidrazinacarbotioamida] (C3) apresentou anticorpos anti-7. cruzi in vitro € in
vivo, além de diminuir a liberacao de tripomastigotas dos cardiomiocitos sem depender
da produgio de ON, TNF-o e IL-6 (DE ASSIS et al., 2021). Alvarez e colaboradores
(2015) sintetizaram e testaram derivados de tiazol e foi possivel encontrar uma molécula
que diminui o infiltrado inflamatério mononuclear no coragdo de camundongos
infectados com 7. cruzi. Dois dos derivados de cloro de 4-tiazolidinonas testados contra
T. cruzi, os compostos 2-[1-(2,5-diclorofenil)etilidenohidrazona]-5-etiltiazolidina4-ona e
2-[1-(2,4-diclorofenil)etilidenohidrazona]tiazolidina-4-ona (2c¢ e 3a), mostraram
atividade antiparasitaria independente da liberagio de ON (DE OLIVEIRA-FILHO,
2021).

Devido a essa gama de perfis imunologicos envolvidos na patologia da doenga,
existe a importancia de se investigar de que maneira um possivel novo tratamento pode

agir no sistema imunolédgico, auxiliando a combater o desenvolvimento da doenga.
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Percebe-se que a imunoterapia e o desenvolvimento de compostos imunomoduladores,
apesar de pouco explorada, ¢ uma importante abordagem para a doenca de Chagas

(DARANI et al., 2016).

2.7 TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS: ENSAIOS CLINICOS E CLASSES
PROMISSORAS

Desde a sua descoberta em 1909, diversos compostos foram testados para o
tratamento da doenca, entre eles: arsénicos, fucsina, bismuto, anti-histaminicos,
anfotericina B, antibidticos, entre outros (COURA; DE CASTRO, 2002).

O tratamento atualmente ¢ baseado em dois medicamentos (figura 8): o
benzonidazol (produzido pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® no Brasil e pela
Maprimed/ELEA na Argentina como Abarax®) e o Nifurtimox (Lampit™, Bayer
HealthCare AG, Leverkusen, Alemanha); porém, eles sdo mais efetivos na fase aguda da
doenca em detrimento da fase cronica, além de possuirem uma alta toxicidade
(MORILLA; ROMERO, 2015). Mais especificamente, a eficacia de cura na fase aguda ¢
de 50-80%, enquanto na fase cronica ¢ de 8-20% (SALES-JUNIOR et al., 2017).

Figura 8 — Estruturas quimicas dos farmacos utilizados na doenca de Chagas.
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Fonte: Bosquesi et al. (2008).
Legenda: (A) Benzonidazol e (B) Nifurtimox.

Segundo o Centro de Controle e Preven¢ao de Doencas (2016), os efeitos adversos
gerados pela grande toxicidade do tratamento sdo principalmente gastrointestinais como
vomito, dor abdominal, anorexia e perda de peso, no caso do nifurtimox e dermatite
alérgica, insonia e neuropatia periférica no caso do benzonidazol. Nenhuma droga foi
aprovada para o tratamento da doenca nos ultimos 50 anos desde o descobrimento do
benzonidazol e do nifurtimox (BELLERA et al., 2015).

Segundo a Drugs for Neglected Diseases Initiative (Iniciativa de Medicamentos

para Doengas Negligenciadas, DNDi, 2015), o tratamento atual possui problemas como
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longa duragdo (30-60 dias), toxicidade dose-dependente, baixa taxa de adesdo.
Recentemente foi langada, com o apoio do DNDi, uma formulagdo para ser utilizada em
criangas abaixo de 2 anos produzida pelo Laboratorio Farmacéutico de Pernambuco
(LAFEPE) e registrada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA).
Algumas das vantagens vinculadas a essa formulacdo sdo: mais seguranga no tratamento
dessa faixa etaria; comprimido facilmente dispersivel em liquidos, o que facilita a
administracdao; necessidade de fracionamento apenas em casos especiais (criancas
prematuras com menos de 2,5kg de peso); e o fato da administragdo do medicamento
poder ser feita em casa de forma segura durante todo o tempo do tratamento (duas vezes
ao dia por 60 dias).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (Centro de Controle
e Preven¢do de Doenga, CDC, 2016), o tratamento ¢ indicado para todas as pessoas com

infec¢do aguda, infeccao congénita, imunossuprimidos e criangas com a forma cronica da

doenca (quadro 2).
Quadro 2 — Esquema terapéutico para a doenca de Chagas.
Medicamento Faixa etaria Dose e duracio
<12 anos 5-7,5 mg/kg/dia, via oral, duas
Benzonidazol vezes ao dia por 60 dias
12 anos ou mais 5-7 mg/kg/dia, via oral, duas vezes
ao dia por 60 dias
<10 anos 15-20 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4
vezes ao dia por 90 dias
11-16 anos 12,5-15 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4
Nifurtimox vezes ao dia por 90 dias
17 anos ou mais 8-10 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4
vezes ao dia por 90 dias

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2016).

Um outro problema relativo ao tratamento da doenga ¢ o acesso a medicagdo. De
acordo com o Médicos Sem Fronteiras, alguns paises como Bolivia e Paraguai passaram
por periodos sem aquisicio do medicamento, prejudicando o tratamento (MEDICOS
SEM FRONTEIRAS, 2011). Alguns paises de areas ndo-endémicas como Espanha
também reportaram a escassez do medicamento (NAVARRO et al., 2012). Essa auséncia
foi devida principalmente ao aumento da demanda pelo medicamento que ndo foi
acompanhado pelo aumento da producdo (CHAAR, 2014). Isso demonstra a necessidade
de planejamento para o manejo do tratamento dessa doenga que € e atualmente sofre com

negligéncia. Além disso, estudos clinicos de novos tratamentos para essa doenga sao
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longos e ha problemas relativos ao diagndstico, como a falta de ferramentas que
demonstrem a cura parasitoldgica na fase cronica, dentre outros (URBINA, 2015).

Um outro aspecto importante e que deve ser levado em consideragdo na busca de
novas terapias pra doenca de Chagas ¢ o surgimento de cepas resistentes ao tratamento
atual (FAIRLAMB et al., 2016). Para que esse obstaculo seja superado, a principal
estratégia empregada é a combinagdo de medicamentos (SALOMAO; DE CASTRO,
2017).

Recentemente foi descrita uma forma dormente de 7. cruzi. Estas sdao formas
amastigotas nao-replicativas, capazes de restabelecer a infec¢ao apds até 30 dias da
exposi¢io ao tratamento com o benzonidazol (SANCHEZ-VALDEZ et al., 2018). Estas
formas evolutivas podem ajudar a explicar a variabilidade na eficacia dos tratamentos
atuais, que normalmente sdo altamente eficazes na diminui¢do da parasitemia; no entanto,
tém taxas variaveis de soroconversao e conversao para PCR negativa (KRATZ et al.,
2018)

O tratamento da doenca na fase cronica ndo possuia consenso sobre sua eficécia,
tanto em modelos experimentais da doenca quanto em estudos com pacientes cronicos
(MARIN-NETO et al., 2009). No quadro 3 estdo alguns dos ensaios clinicos com

farmacos para a doenga de Chagas.

Quadro 3 — Ensaios clinicos com farmacos para a doenga de Chagas.

Ensaio clinico Objetivo

BENEFIT

Verificar a eficdcia do tratamento com benzonidazol em prevenir a progressdo da
cardiopatia chagésica cronica e a morte dos pacientes.

BENDITA

Encontrar novas dosagens do tratamento atual sem diminuir sua eficacia, além de
testar o benzonidazol associado ao fosravuconazol, um antifingico de amplo
espectro.

Estudo de prova de conceito
do E1224 para tratar pacientes
adultos com doenga de Chagas

Determinar se cada um dos trés diferentes regimes de dosagem de E1224 ¢ eficaz e
seguro na erradicagdo da parasitemia por 7. cruzi em individuos com a forma cronica
indeterminada da DC, em comparagdo ao placebo.

CHAGASAZOL Avaliar a eficacia e seguranca do posaconazol em comparacao com a eficacia e
seguranca do benzonidazol em adultos com infecc¢do crénica pelo 7. cruzi.
TESEO Comparar a seguranca ¢ a eficacia de dois novos regimes de quimioterapia de

benzonidazol e nifurtimox em adultos com a doencga de chagas cronica com o
tratamento padrao atual.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Um grande recente estudo multicéntrico e randomizado com doentes chagasicos

foi desenvolvido por pesquisadores de diversos paises (Brasil, Colombia, El Salvador,
Argentina e Bolivia). Esse estudo, denominado Benznidazole Evaluation For Interrupting

Trypanosomiasis (BENEFIT, Avaliagdo do Benzonidazol para Interrupcao da
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Tripanossomiase), buscava verificar a eficacia do tratamento com benzonidazol em
prevenir a progressdo da cardiopatia chagésica cronica e a morte dos pacientes,
acompanhando 2.854 individuos por cerca de 5 anos. Ele trouxe grande avanco com
relacdo ao entendimento do efeito do tratamento com o benzonidazol nesses pacientes.
Embora o estudo tenha mostrado diminuicdo da deteccdo parasitaria no soro, nao
verificou diminui¢do da cardiopatia nos pacientes tratados (MORILLO et al., 2015).

Outro estudo clinico com pacientes com doenca de Chagas ¢ o estudo
Benznidazole New Doses Improved Treatment & Therapeutic Associations (BENDITA,
Novas Doses de Benzonidazol Melhoraram o Tratamento & Associagdes Terapéuticas).
O objetivo deste estudo foi encontrar novas dosagens do tratamento atual sem diminuir
sua eficacia, além de testar benzonidazol associado ao fosravuconazol, um medicamento
antifingico de amplo espectro (DNDi, 2019). Em parte desse estudo concluido, foi
descoberto que o tratamento de 2 semanas ¢ promissor, pois ¢ 4 vezes mais curto que o
tratamento padrdo. No entanto, os dados dos tratamentos combinados (benznidazol
combinado com fosravuconazol) ainda estao sendo analisados. Essa dosagem e tempo de
tratamento mais baixos facilitariam a adesdo ao tratamento, uma vez que reduziriam
consequentemente os efeitos adversos.

Um outro grande estudo randomizado, duplo-cego, de fase clinica 2, que
pesquisou a atividade do E1224 - um pro-farmaco do ravuconazol soluvel em 4gua - foi
recentemente concluido. O estudo concluiu que o E1224 tem um efeito supressor
transitorio na eliminagdo do parasito, enquanto o benzonidazol mostrou eficacia precoce
e que se manteve por 12 meses de acompanhamento (TORRICO et al., 2018).

Visando avaliar a efic4cia, seguranga e perfil de efeitos adversos do posaconazol,
foi desenvolvido o estudo clinico prospectivo e randomizado denominado
CHAGASAZOL. No entanto, significativamente mais pacientes nos grupos tratados com
o posaconazol do que no grupo tratado com o benzonidazol tiveram falha no tratamento
durante o estudo (MOLINA et al., 2014).

Um estudo mais recente, o New ThErapies and Biomarkers for ChagasS infEctiOn
(TESEO) visa comparar a seguranga ¢ eficacia de dois novos regimes de quimioterapia
de benzonidazol e nifurtimox em adultos com a doenca de chagas cronica com o
tratamento padrdo atual, avaliados por PCR em tempo real e biomarcadores por 36 meses
pos-tratamento e correlacionados com a sorologia convencional da doenga de Chagas.

(ALONSO-VEGA, 2021) Esse ensaio clinico ainda estd em desenvolvimento.



46

Levando-se em consideracdo esses aspectos, fica clara a necessidade de se

continuar buscando um novo tratamento para a doenga, que seja menos toxico, de facil

acesso, de curta duragdo e igualmente eficaz entre as fases da doenca.

2.8 DESAFIOS NO ESTUDO DE DROGAS PARA A DOENCA DE CHAGAS

Um dos grandes desafios no tratamento dessa enfermidade ¢ a descoberta de

farmacos mais eficazes e menos toxicos. Porém, o desenvolvimento de um composto

eficaz esbarra em alguns obstaculos, como a dificuldade de padronizacdo de testes in vivo

e in vitro para o screening dos compostos ¢ a auséncia de marcadores de eficacia do

tratamento e de critérios de cura (PINAZO et al., 2014; ROMANHA et al., 2010).

Estudos desenvolvidos por Chatelain e Konar (2015) trazem diversas questdes

que precisam ser respondidas sobre experimentagao em pesquisa de drogas para a doenga

de Chagas (quadro 4):

Quadro 4 — Questdes que permanecem sem respostas na doenca de Chagas.

Modelos de doenca

Desenho do experimento (eficacia final,
comparadores, esquemas de tratamento)

Como a variabilidade observada em diferentes
modelos animais poderia ser diminuida?

Qual ¢ a importancia do tempo de inicio do
tratamento, regime de dosagem e duracao do
tratamento?

A eficacia de um composto em um modelo agudo
validado pode ser aplicada com sucesso em um
modelo cronico da doenga?

Como se definiria cura em um modelo de escolha?

Modelos de doenga cronica envolvendo cepas de 7.
cruzi menos suscetiveis ao benzonidazol sdo
melhores?

Quais seriam os melhores compostos ou controles
utilizados para comparacdo que deveriam ser usados
em modelos animais selecionados para validar os
testes dos compostos e extrapolar para o homem?

A avaliacdo in vitro da eficacia de um composto
contra um painel de cepas representativas do parasito
pode ser uma substituta para testes in vivo em
modelos animais com as mesmas cepas?

Fonte: Adaptado de Chatelain ¢ Konar (2015).

Com relacdo ao tratamento da doenga, o DNDi (2016) traz critérios considerados

aceitaveis e ideais para o tratamento da doenca, expostos no quadro 5.
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Quadro 5 — Critérios aceitaveis e ideais, segundo o DNDi, para o tratamento da doenca de Chagas.

Aceitavel Ideal

Populacio alvo Doentes cronicos Doentes agudos e cronicos
Cepas de T. cruzi Tcl, Tcll, TcV e TcVI Todas
Adulto/Criang¢a Adulto Todos

Distribuicao Todas as areas Todas as areas
Eficacia clinica Nao inferior a benzonidazol em Superior ao benzonidazol nas
todas as regides endémicas diferentes fases da doenga
(parasitologico) (parasitologicos)

Com atividade contra cepas

Atividade contra cepa resistente Desnecessaria resistentes a nitrofuran e a
nitroimidazol
Contraindicac¢oes Gravidez/Lactagdo Nenhuma

Sem genotoxicidade; sem

Precaucdes Nao genotdxico, com potencial teratogenicidade; sem efeito
pro-arritimico insignificante inotrépico negativo; potencial pro-
arritimico significativo

Nenhuma interacgao

Interacoes clinicamente significativa com
medicamentos anti- Nenhuma
hipertensivos, antiarritmico e
anticoagulantes
Apresentacio Via oral Via oral
Regime de dosagem Comparével ao tratamento Uma vez ao dia durante 30 dias

sistémico com antiflingicos

Fonte: Adaptado de Drugs for Neglected Diseases Initiative (2016).

Em 2009, o DNDi aproveitou o ano do centenario da descoberta da doenca de
Chagas para lancar a “Plataforma de Pesquisa Clinica em Doenca de Chagas”. A
plataforma ¢ uma rede que tem como objetivo a pesquisa € o desenvolvimento de um
novo tratamento para a doenga. Essa mesma organizagdo tem promovido encontros para
desenvolvimento e debate de Target Product Profile (TPP, Perfil do Produto-Alvo) para
a Doenga de Chagas. Porras et al. (2015) expdem TPPs relativos tanto ao diagndstico,
quanto ao tratamento da doenca, demonstrando a importancia do debate dos mesmos.

Ensaios in vitro aprimorados, os quais incluem painéis de cepas de 7. cruzi e
isolados clinicos (cobrindo todas DTUs atuais), bem como ensaios que avaliam a

eliminacdo total do parasito atualmente fazem parte das cascatas de triagem utilizadas
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para priorizar apenas 0s compostos mais promissores a progredirem para experimentos in
vivo (CAL et al.,, 2016; CHATELAIN; IOSET, 2018; FRANCISCO et al., 2017,
MACLEAN et al., 2018; ZINGALES, 2018).

Nesse contexto, fica claro que hé algumas dificuldades a se superar para que haja

a descoberta de um tratamento adequado para a doenga.

2.9 METODOS COMPUTACIONAIS E O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS
FARMACOS

A importancia de estudos in silico (computacionais) vem sendo percebida e bem
aceita pela comunidade cientifica e pela grande industria farmacéutica. Estima-se que o
uso destas metodologias pode reduzir os custos e o tempo de desenvolvimento de um
novo farmaco em até 50% (GELDENHUYS et al., 2006). Isto ocorre porque muitas vezes
o numero de moléculas que precisam ser sintetizadas e testadas passa a ser drasticamente
reduzido pela alta capacidade de predigdo e confiabilidade dos testes in silico, diminuindo
o tempo de desenvolvimento de um novo farmaco.

Os testes computacionais empregados no desenvolvimento de novos compostos
podem ser subdivididos em duas categorias: baseados na estrutura do ligante ou do alvo
(LEELANANDA; LINDERT, 2016). Uma das metodologias in silico baseadas na
estrutura do alvo mais utilizadas ¢ o docking molecular (FERREIRA et al., 2015). O
docking determina se hé interacdo energética favoravel entre duas moléculas (ligante e
alvo biologico) com o objetivo de compreender as razdes moleculares responsaveis pela
poténcia farmacologica destes ligantes ou farmacos em potencial (GUEDES; DE
MAGALHAES; DARDENNE, 2014). O alvo utilizado deve ter um papel biolégico
importante na condi¢cao que esta sendo estudada, em que a modulacao da sua atividade
pela molécula leve a alteragdo na via onde esteja envolvido (OVERINGTON; AL-
LAZIKANI; HOPKINS, 2006; SOUSA et al., 2010). Na maioria das vezes, esses alvos
sdo proteinas. Uma vez que o sistema imune estd envolvido em diferentes patologias e
condi¢des, o docking também vem sendo empregado no contexto de interagdo com o
sistema imune para que seja avaliados possiveis alvos imunologicos e como esses alvos
podem ser modulados pelos compostos (MESAIK et al., 2006; SHRIVASTAVA et al.,
2016).

Dentro deste campo de pesquisa, hé diferentes formas de aplicabilidade de

ferramentas computacionais, afinal ndo apenas a predicao de interagdo com alvos



49

diretamente causadores de doengas ¢ importante. Atualmente, existem diferentes bancos
de dados de predi¢do de alvos tanto de toxicidade, quanto de farmacocinética e
farmacodinamica (MALTAROLLO et al., 2015; RAIES; BAJIC, 2016). Esses sao
topicos importantes a serem investigados, pois tém ligacdo direta com o sucesso
terapéutico, além de serem grandes fatores de perdas no desenvolvimento de farmacos
(WARING et al., 2015).

Um desses bancos de dados, ¢ a plataforma Protox-II. Esta plataforma compara as
estruturas bidimensionais das moléculas de interesse com aquelas que estdo depositadas
na plataforma (e que possuem dados de toxicidade bem descritos), utilizando de machine
learning e modelos matematicos para a predigdo de diferentes desfechos e alvos de
toxicidade (DRWAL et al., 2014). Um outro exemplo de plataforma que auxilia na busca
por alvos biolodgicos € a Similarity ensemble approach (SEA). Da mesma maneira que a
Protox-II, ela utiliza de semelhangas estruturais entre os ligantes para sugerir possiveis
alvos (KEISER et al., 2007). Uma importante ferramenta de predi¢ao de farmacocinética
¢ a SwissADME, que tem o mesmo principio das plataformas ja mencionadas, € nos
fornece informagdes como: solubilidade em agua; lipofilicidade; absor¢do por algumas
barreiras como pele, trato gastrointestinal (TGI) e barreira hematoencefalica (BHE),
parametros de semelhanga a farmacos, entre outros (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017).

Com isso, ¢ importante que se alie e relacione métodos computacionais e ensaios
biologicos a fim de que haja uma melhor predi¢ao de atividade de novos compostos,

diminuindo assim as perdas no desenvolvimento de novos medicamentos.

2.10 ALVOS DE TRYPANOSOMA CRUZI COM IMPORTANCIA NO
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS COMPOSTOS PARA DOENCA DE CHAGAS

Um dos enfoques das pesquisas em relacdo a doenca de Chagas tem sido o
desenvolvimento de medidas eficazes para seu controle (BONNEY, 2014). Uma dessas
medidas ¢ a pesquisa por novos farmacos para o tratamento da doenga, que tem crescido
sensivelmente nos ultimos anos (BUCKNER; NAVABI, 2010).

Para que os estudos avancem, ¢ importante que se busque alvos moleculares
especificos para o parasito (GILBERT, 2013). Field e colaboradores (2017) descrevem

alguns importantes critérios para selecao dos alvos, os quais estdo descritos no quadro 6.
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Quadro 6 — Critérios propostos para a sele¢do de alvos.

Descricao do critério
Validag@o genética e quimica do alvo
Se o0 alvo pode ser inibido por moléculas semelhantes a farmacos
Se € possivel estabelecer um teste de alto rendimento (high throughput-assay) com ele
Qual o potencial de resisténcia que pode surgir contra esse alvo
A capacidade de toxicidade devido a inibi¢do de alvos homologos a ele em humanos
A disponibilidade de informacgdes sobre a estrutura do alvo
Fonte: Adaptado de Field et al. (2017).

Vérias moléculas vém sendo exploradas em programas de quimica medicinal com
a aplicagdo de métodos de planejamento de farmacos baseados na estrutura do receptor e
na estrutura do ligante (VERMELHO; RODRIGUES; SUPURAN, 2019). Alvos
importantes de 7. cruzi dentro da busca por novas abordagens terapéuticas para a doenga
de Chagas sao principalmente enzimas como trans-sialidase, nitrorredutase tipo 1 (NTR),
esqualeno sintase (ES), 14-alfa demetilase (CYP51), tripanotiona redutase (TR) e a
cruzaina (BERMUDEZ et al., 2016; CRISTOVAO-SILVA et al, 2019; SAN
FRANCISCO et al., 2017; SCARIM et al., 2018; VILLALTA; RACHAKONDA, 2019).

2.10.1 Trans-sialidase

A trans-sialidase ¢ uma enzima ausente em células de mamiferos e envolvida na
evasao do parasito ao sistema imune, mais especificamente ao sistema complemento, bem
como na adesdo e invasdo as células do hospedeiro (RUBIN-DE-CELIS et al., 2006;
RUBIN-DE-CELIS; SCHENKMAN, 2012). No estudo de Campo et al. (2012) foram
investigados neoglicoconjugados sialilmiméticos, onde o composto 1,2,3-triazol
conjugado ao 4acido sidlico-6-O-galactose se destacou com relagdo a sua atividade. A
conjugacao de analogos do lactitol com polietileno glicol também se mostrou eficaz em
inibir a enzima em estudos in vitro (GIORGI et al., 2012). Mais recentemente, uma
triagem em base de dados com mais de 4 milhdes de compostos encontrou duas
moléculas, ZINC13359679 e ZINC02576132, como candidatos mais promissores a
inibidores dessa enzima (MILLER; ROITBERG, 2013).

2.10.2 Nitrorredutase tipo 1 (NTR)

A NTR ¢ uma enzima envolvida na ativacdo de compostos nitro-heterociclicos,

como o Benzonidazol e o Nifurtimox utilizados no tratamento da doenca de Chagas
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(WILKINSON et al., 2008). Estudos recentes mostraram o potencial tanto in vitro quanto
in vivo, incluindo estudos de absor¢do, distribug¢do, metabolismo, excrecao (ADME), de
inibidores dessa enzima (PAPADOPOULOU et al., 2013, 2015, 2016). Corroborando
com essa ideia, o estudo de Moraes et al. (2014) demonstrou que inibidores da NTR se
mostraram mais efetivos que inibidores da sintese de ergosterol em testes utilizando

amastigotas de representantes de cada DTU.

2.10.3 Enzimas envolvidas na sintese do ergosterol

As enzimas esqualeno sintase (ES), lanosterol 14 a-desmetilase (CYPS51),
esqualeno epoxidase, oxidosqualeno ciclase e esterol 24-C-metiltransferase sdo as
principais enzimas pesquisadas para que haja inibi¢do na via do ergosterol (VILLALTA;
RACHAKONDA, 2019). Nesta revisao, focaremos nas duas primeiras.

O ergosterol ¢ um esterol de membrana essencial em muitos tripanossomatideos
e tem o mesmo papel estrutural que o colesterol em humanos. Leveduras e fungos também
produzem necessitam do ergosterol e o produzem e os firmacos azodlicos foram
originalmente desenvolvidos como antifingicos (SANT et al., 2016), mas posteriormente
foram relatados como tendo atividade potente contra 7. cruzi. Desde entdo tem sido
desenvolvido esforcos para o reposicionamento destes farmacos para a doenca de Chagas
(RIVERO; ROMANO, 2016; REIGADA et al., 2019).

A enzima ES ¢ responsavel por catalisar o primeiro passo para a biossintese de
esterois, quem consiste em condensar duas moléculas de difosfato de farnesil para
produzir esqualeno. Essa enzima foi primeiro citada como um potencial alvo para a
doenga por Urbina e colaboradores (2002). Desde entdo, alguns inibidores desta enzima
vém sendo relatados como promissores para a doenca de Chagas. O composto WC-9,
inicialmente planejado por Urbina e colaboradores (2003), ¢ o inibidor desse alvo mais
promissor, o qual demonstrou atividade em escala nanomolar para a forma amastigota de
T. cruzi (RODRIGUEZ, 2016). A partir desse composto, foram sintetizados diferentes
analogos que também tém demonstrado boa atividade anti-7. cruzi com grande afinidade
pela enzima em estudos de docking (CHAO et al., 2017, 2019).

Outra enzima envolvida na cadeia de reacdes necessarias a sintese do ergosterol ¢
a CYP51. Essa enzima ¢ considerada essencial para esse processo, devido a isso sua
inibicao possui grande importancia como alvo terapéutico (LEPESHEVA; VILLALTA;
WATERMAN, 2011).
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Como todas as enzimas do grupo dos citocromos P450, ela contém um
grupamento heme como cofator (protoporfirina IX). Algumas classes de compostos
demonstram inibir essa enzima, a principal delas sdo os derivados azolicos como
posaconazol e o E1244 (pr6-droga do ravuconazol), ambos chegaram a fase de ensaios
clinicos (SALOMAO; DE CASTRO, 2017; URBINA, 2015). O posoconazol foi testado
em dois ensaios clinicos importantes com pacientes cronicos, o STOPCHAGAS ¢ o
CHAGASAZOL. No entanto, nenhum desses derivados demonstrou manter uma resposta
antiparasitdria com o tempo, indicando eficicia insuficiente como monoterapia
(MOLINA et al., 2014; MORILLO et al., 2017; TORRICO et al., 2018). Além deles, os
compostos VNI e VNF, dois imidazois inibiram in vitro completamente a atividade da
enzima, além de ndo afetar a atividade da enzima homdloga humana, baixa toxicidade e

matar 99% de amastigotas na concentracdo de 1 uM (LEPESHEVA et al., 2010a, b).

2.10.4 Tripanotiona redutase (TR)

A enzima TR participa de um sistema essencial, junto com a enzima tripanotiona
sintase, para a sobrevivéncia do parasito (FLOHE, 2012). Ela catalisa a redugdo do
dissulfeto de tripanotiona em tripanotiona e esta reacao depende de NADPH, mantendo
o equilibrio redox intracelular e com um papel antioxidante, defendendo o parasito do
estresse oxidativo (KRIEGER et al., 2000).

Alguns compostos testados para esta enzima tém origem do reposicionamento de
farmacos (drug repositioning ou drug repurposing). Alguns exemplos sdo a tioridazina
(neuroléptico) e a clomipramina (antidepressivo). Ambos demonstraram ser inibidores
irreversivel da TR, com atividade antichagésica em camundongos infectados com a
doenca de Chagas, reduzindo as taxas de mortalidade, alteracdes histologicas e
eletrocardiograficas dos animais (FAURO et al., 2013; LO PRESTI et al., 2015). Além
desses, outros compostos foram testados e levam a inibicdo de TR, sdo eles:
clorpromazina, proclorperazina, triflupromazina, idatralina entre outros (VAZQUEZ et
al., 2017).

Contudo, nenhum inibidor dessa enzima encontra-se em estudos clinicos para a

doenga de Chagas.
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2.10.5 Cruzaina

A cruzaina, também chamada cruzipaina, GP57/51 ou TCC, constitui a mais
abundante proteina da familia das cisteino-proteases do 7. cruzi e ¢ a enzima-chave da
replicacdo intracelular do parasito (ALVAREZ; NIEMIROWICZ; CAZZULO, 2012).
Esta presente em todas as formas evolutivas do parasito, tendo envolvimento também no
escape ao sistema imune do hospedeiro, representando um alvo molecular para o desenho
de novos farmacos anti-parasitarios que tem sido extensivamente descrito na literatura
(DOYLE et al., 2011; MARTINEZ-MAYORGA et al., 2015).

O inibidor mais conhecido e potente dessa enzima ¢ o K777, da classe das vinil
sulfonas, que demonstrou atividade anti-chagésica tanto in vitro quanto in vivo (BARR et
al., 2005; DOYLE et al., 2007; ENGEL et al., 1998). Estudos pré-clinicos de seguranca
e toxicologia foram iniciados para concluir a avaliagdo clinica do composto, no entanto
foram interrompidos, pois verificou-se a baixa tolerabilidade em primatas e caes (DNDi,
2014).

Entretanto, ndo s ensaios de alvos especificos sdo utilizados na busca por um
farmaco. Esses estudos muitas vezes sdo aliados a estudos fenotipicos (CHATELAIN;
IOSET, 2018). Sendo assim, os compostos deste trabalho foram sendo investigados in
silico com relagdo as suas afinidades por diferentes alvos de 7. cruzi, bem como alvos de
toxicidade e imunologicos. Também foram utilizados bancos de dados e ferramentas
computacionais para acessar caracteristicas de toxicidade, farmacocinética e
farmacodinamica dos compostos. Além disso, foram avaliados in vitro quanto a acao anti-
T. cruzi; a citotoxicidade; a capacidade imunomoduladora; e com relacdo ao perfil de

morte celular induzido por eles.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTUDOS IN SILICO

3.1.1 Definicao de caracteristicas de Absorcao, distribuicio, metabolismo e excreciao
(ADME)

A ferramenta online SwissADME (http://www.swissadme.ch/) foi utilizada para
avaliar as caracteristicas de ADME dos compostos. A mesma oferece acesso gratuito a
um conjunto de modelos preditivos rapidos, porém robustos, para propriedades fisico-
quimicas, farmacocinética e semelhanca a farmacos ou druglikeness (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017). Essa plataforma fornece dados sobre a violagdo de 5
métricas comumente utilizadas pela industria farmacéutica: Lipinski, Ghose, Veber, Egan
e Muegge.

A regra de Lipinski ¢ também chamada de regra dos cinco, que estabelece que ¢
recomendavel que moléculas com maior potencial de se tornarem farmacos tenham as
seguintes caracteristicas: coeficiente de particdo (logP) maior ou igual a 5, massa
molecular menor ou igual a 500, aceitadores de ligagao de hidrogénio menor ou igual a
10 e doadores de ligagdo de hidrogénio menor ou igual a 5 (LIPINSKI et al., 1997). A
regra de Ghose define que a molécula deve ter peso molecular de 160Da a 480Da, o logP
deve ser entre -0,4 a 5,6 ¢ o numero total de &tomos do composto deve ser de 20 a 70
(GHOSE et al., 1999). A regra de Veber sugere que o composto deve possuir ligagdes
com rotagdo em numero menor ou igual a 10 e a area de superficie polar (Polar surface
area, PSA) deve ser menor ou igual a 140A2 (VEBER et al., 2002). Ja Egan leva em
consideragdo que os valores de logP devem estar na faixa entre —1 ¢ 5,8 e e a PSA <130
A% (EGAN et al., 2000). Por ultimo, a regra de Muegge indica que o composto deve
apresentar massa molar entre 200 a 600 g/mol, o logP deve ser menor ou igual a 5, o
nimero de aceitadores de ligacdo de hidrogénio deve ser menor ou igual a 10, o nlimero
de doadores de ligacdo de hidrogénio deve ser menor ou igual a 5, o nimero de ligagdes
com rota¢do deve ser menor ou igual a 15 e a PSA deve ser menor ou igual a 150 A2

(MUEGGE et al., 2001).
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3.1.2 Predicao de alvos

Foi utilizada a ferramenta online ProTox-II para verificar as caracteristicas de
toxicidade dos compostos (BANERJEE et al., 2018). Para se encontrar possiveis alvos
bioldgicos em que os compostos possam atuar, foi utilizada a ferramenta online Similarity
Ensemble Approach (SEA, Abordagem por Conjunto de Similaridade) (KEISER et al.,
2007).

3.1.3 Docking molecular

As estruturas de todos os compostos foram desenhadas utilizando-se o programa
SPARTAN 08' (Wavefunction, Inc.) e a otimizacdo de cada estrutura foi realizada
utilizando o método RM1 (ROCHA et al., 2006), disponivel como parte do programa
SPARTAN 08’, usando as configuracdes padrao para o critério de convergéncia. Os

calculos de docking molecular foram realizados utilizando alvos obtidos no Protein Data

Bank (http://www.rcsb.org), os quais estao descritos no quadro 7.

Quadro 7 — Componentes utilizados para calculo do docking molecular.

Alvo Codigo (PDB) Residuos flexiveis
Cruzaina 3IUT CYS25, TRP26, ASP60, SER64, LEU67, MET68, ASN70, MET160, ASP161 ¢ LYS162
14-alfa demetilase 3K10 TYR103, MET106, PHE110, TYR116, PHE290, THR295, LEU356, MET358, MET360 E
MET460
Esqualeno sintase 3WCA SER44, PHE45, TYR64, VAL167, LEU175, LEU203, GLN204, ASN207, TYR270 ¢
PHE282
Tripanotiona redutase ANEW LEUI18, GLU19, TRP22, THR26, ASN106, ILE107, SER110, TYR111, MET114 ¢
LEUI121
MAOA 27X5 ILE180, ASN181, PHE208, GLN215, ILE335, PHE352, TYR444
MAOB 2V5Z PHE103, LEU171, CYS172,ILE199, GLN206, ILE316, TYR326, TYR398, TYR435
TLR2 3A79 PHE266, PHE284, LEU317, ILE319, PHE325, LEU328, VAL343, PHE349
TLR4 3FXI ARG264, ASP294, TYR296, LYS341, LYS362, GLN436, PHE440, LEU444, PHE463
TNFR 1EXT SER74, CYS76, ARG77, VAL95, CYS96, TYR106, GLU109, ASN110, LEU111,
PHE112
IFNGR 1FG9 TYR49, ASN53, SER54, ASN79, LYS98, GLU101, ARG106, HIS205, TRP207
IL2R 2ERJ ARG36, LYS38, SER39, SER41, LEU42, TYR43, LEU45, ASN57
IL4R 3BPL TYR13, ASP66, ASP67, SER70, ASP72, ASP125, TYR127, TYR183
IL6R 1POM LEU108, GLU163, SER228, PHE229, TYR230, GLU277, PHE279
IL10R 1J7vV TYR43, ARG76, ARG96, PHE143, SER190, ARG191,
IL17Ra 4HSA THR25, LEU27, TRP31, LEU86, LEU88, ASN89, ASN91, GLU92, LYS135

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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3.1.3.1 Gold

O programa GOLD 5.7.2 (Cambridge Crystallographic Data Centre, UK) foi
utilizado para realizar os célculos de docking molecular, utilizando a fun¢ao de pontuacao
ChemPLP. Para se levar em consideragdo os graus de liberdade do receptor, com o intuito
de simular melhor o ajuste induzido (induced fit), os aminoacidos descritos no quadro 7
foram tratados como flexiveis durante o calculo, utilizando-se a estratégia da “biblioteca
de conférmeros” do programa GOLD.

Posteriormente, o programa BINANA (DURRANT; MCCAMMON, 2011) foi
utilizado para analisar as interagdes intermoleculares das solugdes de docking, utilizando-
se os parametros padrao. As figuras foram geradas utilizando-se o programa Pymol

(DELANO, 2002).

3.1.3.2 AutoDock Vina

Para gerar os arquivos com as estruturas dos ligantes no formato necessario
(PDBQT) para executar o programa AutoDock Vina (TROTT e OLSON, 2010), foi
utilizado o script prepare ligand4.py, em Python, disponivel na ferramenta MGLTools
(SANNER etal., 1999; MORRIS et al., 2009). Os arquivos dos alvos também precisaram
estar no formato PDBQT e para isso foi utilizado o script prepare receptord.py,
igualmente disponivel na ferramenta MGLTools (SANNER et al., 1999; MORRIS et al.,
2009). Para a execucdo do programa AutoDock Vina, foram necessarios apenas os
arquivos das estruturas (ligantes e alvos) e um arquivo de configuragdo — config.txt. O
arquivo de configuragdo continha todas as informagdes necessarias para o calculo, dentre
elas o ponto central para guiar o programa no espago de busca, que foi definido para cada
alvo (quadro 8). Este ponto coincidiu com o centro do ligante co-cristalizado para cada
alvo. Foi utilizado um parametro exhaustiveness com valor de 64 para a realizagao de um
calculo mais robusto e preciso. Este parametro determina o nimero de buscas pela melhor
solucao de docking. Os resultados gerados pelo Autodock Vina sdo fornecidos em

kcal/mol. Quanto menor a energia de ligacao, maior a finidade predita pelo alvo.
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Quadro 8 — Coordenadas utilizadas para definir o ponto central do calculo de docking no programa

AutoDock Vina.

Alvo Coordenadas
MAOA | X=41,126;Y =26,795; Z=-15,023
MAOB | X=51,713; Y =156,183; Z = 28,029
TLR2 X=16,38; Y =-39,753; Z =35,412
TLR4 X =27,581; Y =-13,54; Z=15,679
TNFR X=0,182;Y=27,329,Z=-6,873
IFNGR X =30,945,Y =4,317, Z=-4,195
IL2R X =26,165,Y =21,314; Z =-4,686
IL4R X =26,443;,Y =-12,127;, Z =-28,992
IL6R X =-44,609; Y = 187,098; Z=41,197
IL10R X=16,266;Y =11,177, Z=4,82
IL17Ra | X =-53,358; Y =150,419; Z =-33,025
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

3.2 ESTUDOS IN VITRO

3.2.1 Compostos

Os treze compostos testados (JM-11, -13, -14 e -15 e L1Z-311, -321, -331, -411, -
421, -431, -511, -521, -531) foram sintetizados em colaboragdo com o Laboratério de
Planejamento e Sintese em Quimica Medicinal (LpQM) do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFPE. As moléculas foram armazenadas a -20 °C até o momento dos
ensaios na concentragao estoque de 10 mg/mL. A estrutura geral dos compostos LIZ e
JM esta descrita na figura 10, enquanto seus substituintes € pesos moleculares estdo
descritos no quadro 9.

A estrutura geral dos compostos LIZ e JM esta descrita na figura 9, enquanto seus

substituintes e pesos moleculares estdo descritos no quadro 9.

Figura 9 — Estrutura geral dos compostos LIZ e JM, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) Estrutura geral dos compostos LIZ e (B) dos compostos JM.
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Quadro 9 — Substituintes e pesos moleculares dos compostos LIZ.

Compostos | R1 R2 R3 R4 RS PM
(g/mol)
IM-11 H Cl Cl 4-Metil-3- 2- 468,40
tiossemicarbazida Bromoacetofenona
IM-13 Br H H Tiossemicarbazida 2-Bromo 2 514,44
acetonaftona
IM-14 Br H H 4-Metil-3- 2- 478,40
tiossemicarbazida bromoacetofenona
IM-15 Br H H 4-Fenil- 2- 540,47
tiossemicarbazida Bromoacetofenona
LiZ-311 H | 3-Metoxifenol 4- 2-bromoacetofenona - 570,50
feniltiossemicarbazida
L1Z-321 H | 3-Metoxifenol 4- 2-bromo-4’- - 588,49
feniltiossemicarbazida fluoracetofenona
L1Z-331 H | 3-Metoxifenol 4- 2-bromo- - 600,53
feniltiossemicarbazida | 4’metoxiacetofenona
LIZ-411 F Cl 4- 2-bromoacetofenona - 592,91
feniltiossemicarbazida
LI1Z-421 F Cl 4- 2-bromo-4’- - 610,90
feniltiossemicarbazida fluoracetofenona
LiZ-431 F Cl 4- 2-bromo- - 622,93
feniltiossemicarbazida | 4’metoxiacetofenona.
LIZ-511 Cl Cl 4- 2-bromoacetofenona - 609,36
feniltiossemicarbazida
LIZ-521 Cl Cl 4- 2-bromo-4’- - 627,35
feniltiossemicarbazida fluoracetofenona
LIZ-531 Cl Cl 4- 2-bromo- - 639,39
feniltiossemicarbazida 4’metoxiacetofenona

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A estereoquimica (E ou Z, EE ou ZZ) das moléculas ndo era conhecida
experimentalmente, o que levou a necessidade de se fazer a modelagem molecular de
todas as possiveis combinagdes de isdmeros, pois isto afetaria o modo de ligacdo das

moléculas com os alvos bioldgicos.

3.2.2 Animais

Os animais utilizados para obten¢do de células esplénicas foram camundongos
Mus musculus das linhagens isogénicas BALB/c, machos, com 6-8 semanas de idade,
pesando 20 + 2 g e provenientes do biotério da Fundagdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ,
Pernambuco. O protocolo de experimentacdo animal utilizado no presente trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) do Instituto Aggeu
Magalhaes (IAM/FIOCRUZ-PE), com niamero 102/2016 (Anexo A).
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3.2.3 Analise de citotoxicidade

3.2.3.1 Obtencgao de esplendcitos e avaliagdo da atividade citotoxica dos compostos frente

a células esplénicas.

Apos sacrificio do animal em camara de CO, removeu-se o bago de 5
camundongos em condi¢des assépticas e colocou-se em tubo contendo meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma-Aldrich) +1% de antibidtico (incompleto). No
fluxo vertical, transferiu-se cada bago para placa de Petri onde foram macerados
utilizando a parte fosca de laminas de microscopia. As suspensdes celulares foram
transferidas para tubos contendo aproximadamente 10 mL de meio RPMI de antibiotico
por bago, centrifugadas 400 x g durante cinco minutos. O sedimento (contendo as células)
foi ressuspenso em meio RPMI+1% de antibiotico+10% de soro fetal bovino (SFB). Uma
aliquota da suspensdo celular foi corada com azul de trypan para ser quantificada e
verificada a viabilidade celular em cadmara de Neubauer.

As células esplénicas (6x10° células/mL) de camundongos BALB/c foram
cultivadas em placas de 96 pogos contendo meio RPMI completo. Para o ensaio de
citotoxicidade, as células foram incubadas com os compostos em diferentes
concentragdes (3,13; 6,25; 12; 25; 50; 100 pg/mL) durante 24h em estufa de CO a 37°C.
Ap6s esse periodo, foi adicionado o  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) na concentragdo de 5 mg/mL em tampao fosfato
salino (phosphate buffered saline, PBS), seguido de nova incubacdo por 6h.
Posteriormente, as células foram centrifugadas (3.000 RPM, 10 min), adicionado 100 ul
de dimetilsulféxido (DMSO) em cada pogo para dissolucao dos cristais de formazan e a
absorbancia foi lida a 570 nm em leitor de ELISA. Cada composto foi testado em
duplicata. O controle negativo da reagdo foi obtido em pocos contendo apenas meio de
cultura e células (sem tratamento). Também foi avaliada a atividade da droga de
referéncia benzonidazol. A partir dos valores de inibi¢do da cultura, foi obtida a

concentracao citotoxica para 50% das células (CCso).



60

3.2.3.2 Avaliagdo da atividade citotdxica em linhagens hepatica, fibroblasticas e

macrofagicas

As células (10° células/mL) foram semeadas em placas de 96 pocos contendo meio
RPMI completo em atmosfera de 5% de COz a 37 °C por 24h. Posteriormente, foram
adicionados os compostos em diferentes concentragdes (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200
pg/mL), sendo novamente incubados durante 48h. Cada composto foi testado em
duplicata. Apos esse periodo, foi adicionado MTT (5 mg/mL em PBS), seguido de nova
incubag¢do por 2h. Foi acrescentado DMSO para dissolucdo dos cristais de formazan e a
absorbancia foi lida a 570 nm. O controle negativo da reacdo foi obtido em pogos
contendo apenas meio de cultura e cé€lulas (sem tratamento). Também foi avaliada a
atividade da droga de referéncia benzonidazol. A partir dos valores de inibicao da cultura,

foi obtida a CCsy.

3.2.4 Avaliacao da atividade tripanocida dos compostos

3.2.4.1 Epimastigotas

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas epimastigotas da cepa
DM28c (10° parasitos/mL), mantidas em meio LIT+1% de antibiotico+20% de SFB,
foram semeadas em placas de 96 pogos a 27 °C, juntamente com diferentes concentragdes
dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/mL) por 96h. Testou-se cada composto em
duplicata. O controle negativo da reagao foi pogos sem tratamento e a droga de referéncia
utilizada como controle positivo foi o benzonidazol. Determinou-se a viabilidade
parasitaria por contagem direta em cadmara de Neubauer e, a partir desses valores, obteve-

se a ICso (concentracdo que inibe o crescimento de 50% de parasitos).

3.2.4.2 Tripomastigotas

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infecgdo in vitro (107
parasitos) da linhagem de células 1.929, apos estas obterem confluéncia em cultura. Para
determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da cepa Y (4x10°
parasitos/mL), mantidas em meio RPMI+1% de antibidtico+5% de SFB, foram semeadas

em placas de 96 pogos a 37°C, juntamente com diferentes concentragdes dos compostos
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(0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 ng/mL) por 24h a atmosfera de 5% de CO,. Testou-se cada
composto em duplicata. Obteve-se como controle negativo da reagdo pogos sem
tratamento e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o benzonidazol.
Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara de Neubauer e, a

partir desses valores, obteve-se a ICso.

3.2.4.3 Amastigotas

O ensaio da beta-galactosidase, desenvolvido por Buckner e colaboradores
(1996), com modificacoes (ROMANHA et al., 2010) foi utilizado para avaliar a forma
amastigota de 7. cruzi. Este ensaio colorimétrico utiliza a cepa Tulahuen de 7. cruzi que
expressa o gene da beta-galactosidase de Escherichia coli. Os compostos foram testados
nas concentragdes de 20; 10; 5; 2,5; 1,25 € 0,63 pg/mL e a partir porcentagem de inibi¢ao

do crescimento parasitario, obteve-se a ICso.

3.2.5 Dosagem de oxido nitrico (ON) em sobrenadante de cultura de macrofagos

A linhagem de macrdofago J774 foi mantida e expandida em meio RPMI completo,
em condi¢des axénicas até momento dos testes. As células foram plaqueadas (10°
células/mL) em placas de 96 pogos e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO., durante
2h. Apos esse periodo, as culturas foram lavadas com meio de cultura, removendo-se as
células nao aderentes. Em seguida, as células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de
CO2 na presenca de diferentes concentragdes dos compostos (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200
pg/mL). Também foram feitos pogos com lipopolissacarideo (LPS—100 ng/mL), pogos
sem tratamento e a droga de referéncia foi o benzonidazol. Apds 48h, foi transferido 50
ul do sobrenadante de cada pogo para placas de 96 pocos e igual volume do reagente de
Griess (solucdo de sulfanilamida 1% e dihidrocloretonaftiletileno diamina 0,1% em
H3PO4a 0,3 M) foi adicionado para avaliar a quantidade de ON. A leitura foi realizada
em espectrofotometro a 540 nm e a concentragao de ON foi determinada comparando-se
a absorbancia das amostras com uma curva padrao preparada com nitrito de sédio. Foi
determinado o percentual de produg¢do de ON de cada composto comparando-se os

resultados das absorbancias com os das culturas ndo tratadas com os compostos.
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3.2.6 Obtencio de sobrenadante de cultura de células esplénicas

Os bacgos foram processados como descrito no item 5.2.3.1. As suspensodes de
células esplénicas foram depositadas em placas de 24 pogos (10° células/mL), em
duplicata. As células foram tratadas com Ix, 2x e 4x a ICso (tripomastigotas e
amastigotas) dos diferentes compostos de acordo com protocolo estabelecido e as placas
mantidas em estufa a 37 °C, 5% de CO» durante 24, 48, 72h e 6 dias (tempo padronizado
mediante ensaio cinético prévio). A droga de referéncia foi o benzonidazol e utilizou-se
como controle de estimulag@o a concanavalina A (ConA), e o controle sem tratamento foi
denominado de basal. Ap6s o tempo de incubacgao, centrifugaram-se as placas (400 x g
por 10 min, a temperatura ambiente.) e os sobrenadantes de cultura foram coletados e
estocados a -20°C para posterior utilizacdo na dosagem de citocinas por citometria de

fluxo.

3.2.7 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

As citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A foram mensuradas
em sobrenadante de cultura de esplendcitos murinos tratados ou ndo com os compostos.
Foi utilizado o kit CBA mouse Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead Array CBA,
Catélogo #560485, BD Bioscience, San Jose, CA) segundo recomendagdes do fabricante.
Os limites de detec¢do das citocinas, segundo o fabricante, sdo: IL-2- 0,1 pg/mL; IL-4-
0,03 pg/mL; IL-6- 1,4 pg/mL; IL-10- 16,8 pg/mL; TNF-a - 0,9 pg/mL; IFN-y- 0,5 pg/mL;
IL-17A- 0,8 pg/mL A aquisi¢ao dos dados foi feita através do citdmetro FACSCalibur

(BD Bioscience) e as andlises através do software FCAP Array v3 (Soft Flow Inc).
3.2.8 Avaliacido de morte celular
Os tripomastigotas (4x10° células/mL) foram tratadas com a concentragio

referente a ICso (1x e 2x). O controle negativo para todos os ensaios de morte celular

foram células nao tratadas e a droga de referéncia foi o Benzonidazol.
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3.2.8.1 Anexina V-7-aminoactinomicina D (AV-7AAD)

As formas tripomastigotas foram incubadas por 24h na presenca de 1x e 2x a ICs
dos compostos para essa forma evolutiva, a atmosfera de 5% de COze 37 °C. Apods a
incubagdo com os compostos, foram marcados com 7-aminoactinomicina D (7-AAD) e
anexina V (AV) utilizando o kit de deteccao de apoptose de AV-FITC (Ebioscience, San
Diego, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. O experimento foi realizado
utilizando um citdometro de fluxo BD FACSCalibur (Becton-Dickinson, San José, EUA),
adquirindo-se 20.000 eventos da regido parasitaria, utilizando o canal FL1-H para AV-
FITC e o canal FL3-H para 7-AAD. Os dados foram analisados utilizando o software
FlowJo® (Tree Star Inc ©, Ashland, EUA) e expressos como a percentagem de parasitos
em cada quadrante (ndo marcadas, marcadas apenas com 7-AAD, marcadas apenas com

AV ou marcadas com ambos) em compara¢ao com o numero total de células analisadas.

3.2.8.2 Calceina/homodimero de etidio

A viabilidade parasitaria também foi avaliada pela fungdo de esterase celular e
integridade da membrana utilizando-se o kit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. As
c€lulas parasitarias controle (ndo tratadas) e tratadas foram coletadas por centrifugacao
apds 24 horas de incubagao e ressuspensas em 0,5 mL de PBS contendo 0,1 uM de
calceina e 8 uM de homodimero de etidio. As amostras foram incubadas por 30 minutos
em temperatura ambiente e imediatamente analisadas por citometria de fluxo nos canais
FL1-H para calceina e FL3-H para o homodimero de etidio. As leituras foram feitas em

citometro de fluxo. O controle positivo foi 0 mesmo ja mencionado.

3.2.8.3 Avaliacdo de compartimentos acidos celulares e potencial de membrana

mitocondrial

Os tripomastigotas (4x10° células/mL) foram tratados com a ICso e incubadas a
37°, 5% CO; por 24h. As células tratadas e ndo tratadas foram lavadas e ressuspensas em
0,5 mL de PBS com 10 pg/mL de Rodamina 123 (Rho 123, Sigma-Aldrich, St Louis,
EUA) ou 10 pg/mL de laranja de acridina (LA, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) por 20

minutos. Apds isto, os parasitos foram lavados em PBS e imediatamente analisados por
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citometria de fluxo, e as intensidades de fluorescéncia para LA (compartimentos acidos)
e Rho 123 (potencial da membrana mitocondrial) foram quantificadas. O controle
positivo foi a saponina (0,1%). Foram adquiridos 20.000 eventos. Alteracdes nas
intensidades de fluorescéncia de rodamina ou laranja de acridina foram quantificadas pelo
indice de variagdo (IV) obtido pela equacdo: [IV=MT-MC) / MC, onde MT ¢ a mediana
de fluorescéncia para parasitos tratados e MC ¢ a média do controle ndo tratado e

marcado.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi realizada empregando-se testes nao paramétricos. Foi feito
teste de regressdo linear simples para obtengdo da CCspe da ICso. A andlise para medir a
variabilidade entre o grupo tratado foi o teste Wilcoxon; e entre grupos tratado e controle,
o teste Mann-Whitney. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de

5%.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDOS IN SILICO

4.1.1 Defini¢ao de caracteristicas de Absorc¢ao, distribuicao, metabolismo e excrecao
(ADME)

ApoOs as estruturas dos compostos serem fornecidas ao SwissADME, alguns
parametros de absorcao, distribuicdo e excrecdo foram calculados para cada molécula.
Com relacao a solubilidade em agua, a plataforma gera diferentes dados, um deles ¢ a
classificacdo de solubilidade em agua por dois diferentes métodos: Estimated Solubility
(ESOL, Solubilidade estimada), Ali e IT (programa FILTER-IT). Com relacdo a classe
ESOL, 100% dos compostos foram classificados como pouco soluveis. J& para a classe
Ali, 53,85% dos compostos foram pouco soliveis, enquanto que 46,15% foram
insoluveis. Na classificacao IT, 15,38% foram pouco soltuveis e 84,62% dos compostos
foram insoluveis. No geral, em todos os tipos de classificagdo os compostos sdo pouco

soluveis ou insoluveis em agua (quadro 10).

Quadro 10 — Dados in silico de parametros de solubilidade em &dgua de novos compostos fenoxi-

hidrazino-tiazois.

Composto Classe ESOL Classe Ali Classe IT
IM-11 Pouco solavel Pouco soluvel Pouco soluvel
IM-13 Pouco soluvel Pouco soluvel Insolavel
IM-14 Pouco soluvel Pouco soluvel Pouco soluvel
IM-15 Pouco soluvel Pouco soluvel Insoluvel

LIZ-311 Pouco soluvel Pouco soluvel Insolavel
LIZ-321 Pouco soluvel Pouco soluvel Insolavel
LIZ-331 Pouco soluvel Pouco soluvel Insolavel
LIZ-411 Pouco soluvel Insoluvel Insoluvel
LIZ-421 Pouco soluvel Insolavel Insolavel
LIZ-431 Pouco soluvel Insolavel Insolavel
LIZ-511 Pouco soluvel Insolavel Insolavel
LIZ-521 Pouco soluvel Insoluvel Insolavel
LIZ-531 Pouco soluvel Insolavel Insolavel

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Além disso, também sdo gerados dados sobre a lipofilicidade dos compostos. Para

isso, o SwissADME utiliza diferentes programas (iLogP, XLogP, WLogP, MLogP) para
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obter os coeficientes de parti¢do (LogP), além de calcular a média de todos esses dados
em um LogP consenso (Consensus LogP). Ao observar o grafico 1, ¢ possivel inferir que
os valores de XLogP e WLogP sdao mais semelhantes entre si, ocorrendo o mesmo entre
iLogP e MLogP. O LogP consenso de todos os compostos ficou entre 5 e 8, tendo JM-14
o menor valor (5,75) e LIZ-521 o maior valor (8,16). Ou seja, JM-14 ¢ o composto menos

lipofilico enquanto LIZ-521 ¢ o composto mais lipofilico.

Grafico 1 — Dados in silico de lipofilicidade (iLogP, XLogP, WLogP, MLogP ¢ Consensus LogP) de

novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: iLogP, XLogP, WLogP, MLogP = programas utilizados para o calculo de LogP; Consensus

LogP = valor de LogP que normaliza todos os valores obtidos nos diferentes programas.

Na avaliagdo de farmacocinética sdo gerados dados sobre absor¢do pelo trato
gastrointestinal (TGI), permeabilidade da barreira hematoencefilica (BHE), se sdo
substratos da glicoproteina P (P-gP), inibi¢do de diferentes enzimas do citocromo P450
(denominadas CYP) entre outros. Quanto a absor¢do pelo TGI, com excecao de IM-11 e
JM-14 que tém alta absorcdo predita, a maioria dos compostos (84,62%) possui baixa
absorcdo por essa via (quadro 11). Além disso, nenhum composto demonstrou

permeabilidade pela BHE predita.
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Quadro 11 — Dados in silico de pardmetros de farmacocinética (absor¢ao pelo trato gastrointestinal e

permeabilidade pela barreira hematoencefalica) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois.

Composto Absorg¢ao (TGI) Permeabilidade (BHE)
IM-11 Alta Nio
IM-13 Baixa Nao
IM-14 Alta Nao
IM-15 Baixa Nao

LIZ-311 Baixa Nao
LIZ-321 Baixa Nao
LIZ-331 Baixa Nao
LIZ-411 Baixa Nao
LIZ-421 Baixa Nao
LIZ-431 Baixa Nao
LIZ-511 Baixa Nao
LIZ-521 Baixa Nao
LIZ-531 Baixa Nao

Legenda: TGI = trato gastrointestinal, BHE = barreira hematoencefalica.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

No que diz respeito a possibilidade de os compostos serem substratos da P-gP,

com excecao de JM-14, LIZ-311 e LIZ-331, a maioria destas moléculas (76,92%) pode

ser substrato dessa proteina (quadro 12).

Quadro 12 — Dados in silico de pardmetros de farmacocinética (substrato da glicoproteina P) de novos

compostos fenoxi-hidrazino-tiazois.

Composto Substrato (P-gP)
IM-11 Sim
IM-13 Sim
IM-14 Nio
IM-15 Sim

LIZ-311 Nio
LIZ-321 Sim
LIZ-331 Néo
LIZ-411 Sim
LIZ-421 Sim
LIZ-431 Sim
LIZ-511 Sim
LIZ-521 Sim
LIZ-531 Sim

Fonte: Elaborado pela autora (2022).



68

Legenda: P-gP = glicoproteina P.

No que concerne a possibilidade de inibicdo das proteinas da superfamilia do

citocromo P450, a maioria dos compostos aparenta ndo inibir essas proteinas (quadro 13).

Quadro 13 — Dados in silico de parametros de farmacocinética (inibi¢do de proteinas da superfamilia

P450) pelo de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois.

Composto CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
IM-11 Nio Sim Sim Nao Sim
IM-13 Nao Sim Nao Nao Sim
IM-14 Sim Sim Sim Nao Sim
IM-15 Nao Sim Nao Nao Nao

LIZ-311 Nao Sim Nao Nao Sim
LIZ-321 Nao Nao Nao Nao Sim
LIZ-331 Nio Nao Nao Nao Nao
LIZ-411 Nio Sim Nao Nao Nao
LIZ-421 Nao Nao Nao Nao Sim
LIZ-431 Nio Nao Nio Nao Sim
LIZ-511 Nio Nio Nio Nio Nio
LIZ-521 Nio Nio Nio Nio Nio
LIZ-531 Nio Nio Nio Nio Nio
Porcentagem (inibigdo) 7,69% 46,15% 15,38% 0% 53,85%

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Legenda: CYP = denominac¢do dada as proteinas da superfamilia do citocromo P450.

Outros dados gerados sdo as violagdes a algumas regras importantes na quimica
medicinal, que indicam se um composto possui potencial uso como firmaco
(druglikeness), por exemplo se pode ter uma boa biodisponibilidade oral (regra de
Lipinski). As regras levadas em consideracdo na plataforma para gerar dados de
druglikeness sao: Lipinski, Ghose, Veber, Egan ¢ Muegge (tabela 1).

Com excecao de IM-11 e JM-14, que quebraram um critério da regra de Lipinksi
(MLogP >4,15), a maioria dos compostos quebrou dois critérios (peso molecular >500 e
MLogP >4,15). O MLogP, ou LogP de Moriguchi, ¢ um parametro recente introduzido
na regra de Lipinksi, onde se um composto possui LogP <5 ou MLogP <4,15 ele se
adequa a regra. Também com exce¢do de JM-11 e JM-14, que quebraram apenas um
critério da regra de Ghose (WLogP >5,6), a maioria dos compostos quebrou trés critérios
(peso molecular >480, WLogP >5.6, refratividade molar >130). Nenhum composto

quebrou a regra de Veber e todos quebraram um critério da regra de Egan (WLogP >5,88).
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Em relagdo a regra de Muegge, sete compostos quebraram um critério (XLogP3 >5) e
seis quebraram dois critérios (peso molecular >600 e XLogP3 >5). Apenas dois

compostos tiveram score de biodisponibilidade (SB) de 0,55.

Tabela 1 — Dados in silico de parametros de druglikeness (quantidade de violagdes de importantes

critérios em regras da quimica medicinal) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois.

Composto Lipinski Ghose Veber Egan Muegge SB
IM-11 1 1 0 1 1 0,55
IM-13 2 3 0 | | 0,17
IM-14 1 1 0 1 1 0,55
IM-15 2 3 0 | | 0,17

LIZ-311 2 3 0 1 1 0,17
L1Z-321 2 3 0 | | 0,17
LI1Z-331 2 3 0 1 2 0,17
L1Z-411 2 3 0 | | 0,17
L1Z-421 2 3 0 1 2 0,17
L1Z-431 2 3 0 | 2 0,17
LIZ-511 2 3 0 1 2 0,17
L1Z-521 2 3 0 | 2 0,17
LI1Z-531 2 3 0 1 2 0,17

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: SB = Score de biodisponibilidade.

4.1.2 Predicao de alvos para toxicidade

Utilizando-se a base de dados Protox-II, foi possivel buscar por possiveis alvos de
toxicidade para as moléculas em estudo, além de possiveis caracteristicas de toxicidade
que elas podem demonstrar. Este procedimento in silico normalmente ¢ baseado na
similaridade quimica encontrada com os compostos que estdo depositados nessa base de
dados, e que ja tem suas informagdes de toxicidade conhecidas experimentalmente. Ao
fazer este cruzamento de informagdes entre as estruturas dos compostos e a base de dados,
sdo obtidos dados preditos de: toxicidade aguda, como a Dose Letal para 50% dos animais
(DLso) predita, a classificagao de toxicidade (1 a 6, sendo 1 a mais toxica e 6 a menos
toxica), média de similaridade e predi¢cdo de acurdcia (em porcentagem); toxicidade de
orgaos (hepatotoxicidade); desfechos de toxicidade (carcinogenicidade, mutagenicidade,
citotoxicidade e imunotoxicidade); vias toxicologicas e alvos de toxicidade.

Com relacdo a porcentagem de similaridade, ela variou entre 36,98% (LIZ-321) e

43,88% (JM-13) e a média dos 13 compostos foi de 38,34% (tabela 2). J& a predi¢do de
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acuracia variou de 23% (maioria dos compostos) a 54,23% (JM-13), com média de
25,40%. Ou seja, o composto JM-13 ¢ o que mais tem similaridade com os compostos da
base de dados e melhor predicao de toxicidade. Devido a possuir melhores valores de
acuracia e predi¢do de similaridade, o composto JM-13 foi o unico em que foi possivel
encontrar um alvo predito de toxicidade, que foi a enzima monoamina oxidase A

(MAOA) humana.

Tabela 2 — Dados in silico de similaridade e predigdo de acuracia (em porcentagem) de novos compostos

fenoxi-hidrazino-tiazois.

Composto Similaridade (%) Predigdo de acuracia (%)
IM-11 37,48% 23%
JM-13 43,88% 54,26%
IM-14 38,93% 23%
IM-15 38,85% 23%

LIZ-311 38,16% 23%
LIZ-321 36,98% 23%
LIZ-331 38,22% 23%
LIZ-411 37,28% 23%
LIZ-421 37,04% 23%
LIZ-431 37,28% 23%
LIZ-511 38,44% 23%
LIZ-521 37,37% 23%
L1Z-531 38,48% 23%
Média 38,34% 25,4%

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Outro dado disponibilizado ¢ a classificagdao predita de toxicidade. Na tabela 3
estao descritos os resultados dessa classificacdo em que ¢é possivel verificar que a maior
parte dos compostos foram denominados como classe 6, ou seja, ndo apresenta grande

probabilidade de ser toxico.
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Tabela 3 — Classificagéo predita (in silico) de toxicidade (1 a 6) de novos compostos fenoxi-hidrazino-

tiazois.

Composto Classificacdo de toxicidade
IM-11
IM-13
IM-14
IM-15

LIZ-311
LIZ-321
LIZ-331
LIZ-411
L1Z-421
LIZ-431
LIZ-511
LIZ-521
LIZ-531 6

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

[o) W) W) NiNe e e e N =) e S R .

Além dos dados previamente expostos, € possivel obter dados de predicao

desfechos de toxicidade de 6rgdos. A base de dados retine esses dados em um campo
denominado Relatério de Modelo de Toxicidade. A probabilidade de haver um
determinado desfecho ou toxicidade organica, ¢ atribuido um valor que variade 0 a 1, em
que 0 ¢é improvavel e 1 provavel. No geral, valores de probabilidade acima de 0,7 sdo
considerados fortemente ativos/inativos, ou seja, sdo resultados de predigdo mais seguros.
Para facilitar a exposi¢do dos dados, eles estao descritos de maneira numérica e
classificados em ativos/inativos nesta se¢do. De acordo com este relatério relativo aos
compostos fenoxi-hidrazino-tiazéis, o provavel desfecho de toxicidade ¢ para células
imunes, pois foi o unico que teve resultados acima de 0,7 tanto para inatividade quanto
para atividade (tabela 4) Dentro deste desfecho, a maioria dos compostos (JM-11, IM-14,
JM-15, LIZ-411 e LIZ-511) ¢é provavelmente atdxico para células imunes (inativos). Ja

LIZ-321, foi o Gnico que o resultado foi “ativo” para esse tipo de célula (0,87).
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Tabela 4 — Relatorio de Modelo de Toxicidade (in silico) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois.

Composto  Hepatotoxicidade Carcinogenicidade Imunotoxicidade  Mutagenicidade  Citotoxicidade
IM-11 Inativo (0,53) Inativo (0,62) Inativo (0,97) Ativo (0,5) Inativo (0,66)
JM-13 Ativo (0,58) Inatvo (U,d0) AUVo (U,>7/) AUVo (U,>7) Inativo (U,50)
IM-14 Inativo (0,51) Inativo (0,59) Inativo (0,95) Ativo (0,51) Inativo (0,6)
IM-15 Inativo (0,51) Inativo (0,58) Inativo (0,96) Inativo (0,5) Inativo (0,58)
LIZ-311 Inativo (0,5) Inativo (0,58) Ativo (0,52) Inativo (0,51)  Inativo (0,62)
LIZ-321 Ativo (0,53) Inativo (0,59) Ativo (0,87) Inativo (0,5) Inativo (0,61)
LIZ-331 Ativo (0,5) Inativo (0,58) Ativo (0,66) Inativo (0,52)  Inativo (0,63)
LIZ-411 Ativo (0,5) Inativo (0,6) Inativo (0,7) Inativo (0,51) Ativo (0,58)
LIZ-421 Ativo (0,5) Inativo (0,6) Ativo (0,61) Inativo (0,51)  Inativo (0,58)
LIZ-431 Ativo (0,51) Inativo (0,61) Ativo (0,68) Ativo (0,5) Inativo (0,6)
LiZ-511 Inativo (0,53) Inativo (0,6) Inativo (0,92) Inativo (0,51)  Inativo (0,57)
LIZ-521 Ativo (0,5) Inativo (0,6) Ativo (0,61) Inativo (0,51)  Inativo (0,58)
LIZ-531 Inativo (0,52) Inativo (0,61) Ativo (0,57) Inativo (0,5) Inativo (0,58)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.1.3 Predicao de alvos de Trypanosoma cruzi

Para predicao de alvos parasitarios, foi utilizada a base de dados SEA. Nao
somente foram encontrados alvos de 7. cruzi, como também foram encontrados alvos de
diferentes organismos como humanos, bactérias, ratos entre outros. Com rela¢do aos
alvos que pertencem ao 7. cruzi, o alvo que foi encontrado como potencial para os
compostos foi a cruzaina, o qual foi apontado como provavel alvo de JIM-13 e LIZ-511.
Os posicionamentos da cruzaina como possivel alvo para esses compostos, foram 12° e
primeiro, respectivamente.

Vale salientar que na plataforma SEA, do primeiro ao quarto mais provaveis alvos
para JM-13, aparecem as enzimas MAOA e B, o que corrobora com a plataforma ProTox-

II.

4.1.4 Docking molecular

Os calculos de docking transcorreram de maneira rapida, levando em média trés
horas por alvo. Além disso, ndo foram observadas nenhuma mensagem de erro ou alerta
nos programas usados. Os resultados do programa GOLD sdo gerados em forma de
scores. A fungdo de score ¢ a ChemPLP, a qual fornece as maiores taxas médias de

sucesso para esse teste e, portanto, ¢ a fun¢ao de pontuagdo padrao no GOLD. Esses
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valores sdo adimensionais, ou seja, ndo representam valores de energia. Quanto maior o
score, maior a afinidade predita pelo alvo.

Além da analise de valores de score, também foi feita a analise de interagdes entre
os alvos e os compostos. As interagdes intermoleculares que o programa BINANA
encontra s3o0: contatos hidrofébicos (for¢as ndo-covalentes do tipo apolares), ligacdes de
hidrogénio (que ocorrem quando existe fliior, oxigénio ou nitrogénio como aceitadores
como polo negativo, enquanto o hidrogénio acido ¢ o polo positivo), t-stacking (interacao
ndo covalente entre anéis aromaticos, em que o alinhamento dos anéis ¢ semelhante a
letra “T”), pi-stacking (interagdes ndo covalentes entre anéis aromaticos, geralmente um
paralelo ao outro) e cation-pi (interagdo nao covalente entre a face de um anel aromatico
e um cation adjacente). A figura 10 traz um fluxograma do docking realizado no presente

trabalho.

Figura 10 — Fluxograma do docking molecular de fenoxi-hidrazino-tiazdis.

Obtencgdo das estruturas
Tridimensionais dos ligantes

“ Obtencdo dos Alvos Biologicos (PDB) |
12 Ligantes 12 Ligantes
(Estereoisémero EE) (Estereoisémero EZ) ‘
12 Ligantes 12 Ligantes
(Esterecisémero ZE) + {Esterecisbmero ZZ) 9 Alvos 4 Alvos
Sistema imune + | Trvpanosoma cruzi
1 Ligante 1 Ligante
(Estereocisémero E) (Esterecisémero Z) 2 Alvos
‘ Citotoxicidade

4

| 15 Alvos de interesse biolégico |

LI 750 Célculos de Docking Molecular |
Andlises das
principais interagoes
Intermoleculares

50 Ligantes (Mistura Racémica)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: PDB = Protein Data Bank.

4.1.4.1 Trypanosoma cruzi

A analise panoramica dos resultados de docking para os alvos parasitarios estao
descritos no grafico 2. A mediana ¢ mostrada com uma linha horizontal dentro da caixa.

Os valores minimo ¢ maximo sdo mostrados com linhas horizontais curtas (whiskers)
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enquanto os valores que representam pontos fora da média (outliers) sao mostrados como
pontos escuros fora dos intervalos definidos pelos whiskers.

Observando o grafico 2, ¢ possivel verificar que os compostos demonstram maior
afinidade pela enzima 14-alfa demetilase (CYP51), seguido por esqualeno sintase. Os
valores de score de cruzaina e tripanotiona redutase foram bastante similares, com a
diferenca que, nos resultados da cruzaina houve 4 outliers (JM-11-EZ, JM-11-ZE, IM-
11-ZZ e JM-14-EZ). Além disso, essa similidaridade de resultados demonstra que os

compostos possuem afinidades muito semelhantes entre si para estes alvos.

Grafico 2 — Variagdo dos valores de score (ChemPLP) para cada alvo de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Além da andlise geral de scores, também ¢ interessante fazer uma analise geral
das interagdes intermoleculares. No grafico 3, o primeiro set de resultados (barras) ¢
relativo ao composto (e seu isdmero) melhor ranqueado, enquanto o segundo ¢ relativo
ao pior ranqueado. E possivel verificar que cruzaina e 14- alfa demetilase (CYP51) foram
os alvos em que houve o maior numero de interagdes. No geral, contato hidrofobico foi a

interagcdo que melhor diferenciou o melhor ranqueado do pior ranqueado.
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Grafico 3 — Resumo das interagdes intermoleculares entre os compostos ¢ os alvos de
Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: CYP51 = 14-alfa demetilase.

A seguir estdo descritos os valores de score de cada ligante em cada alvo
parasitario analisado, bem como suas intera¢des intermoleculares de maneira mais

descritiva.

4.1.4.1.1 Cruzaina

Ao observar os valores de score (ChemPLP) das solu¢des de docking dos
compostos JM e LIZ (tabela 5), percebe-se que os compostos em sua conformagdo ZE
possuem uma maior afinidade predita pelo sitio de ligacdo da enzima cruzaina, quando
comparado com os outros isdmeros. Por questdo de estrutura da tabela e para a melhor
compreensdo dos resultados, colocamos os resultados dos isomeros E e Z do composto
JM-13 na coluna de EE e ZZ, respectivamente, em todos os resultados referente ao

docking desse composto.
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Tabela 5 — Valores de score (ChemPLP) para as solugdes de docking dos compostos JM e LIZ em seus
isdmeros para cruzaina.

Composto EE EZ ZE 77

JM-11 65,39 62,72 61,52 61,83
IM-13" 73,31 - - 70,78
IM-14 65,77 62,76 66,79 64,74
IM-15 73,63 73,21 78 75,19
Liz-311 74,99 71,18 72,79 72,13
LIZ-321 76,96 72,55 76,58 71,32
Liz-331 73,49 76,68 73,01 68,9
LIZ-411 69,9 74,79 77,73 73,19
Liz-421 73,53 75,93 77,14 74,18
LIZ-431 65,67 75,73 75,2 74,67
Liz-511 71,64 75,1 77,59 70,9
LIZ-521 75,6 74,32 78,16 72,05
LIZ-531 76,8 68,88 74,97 73,69

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagdo.

Importante destacar que o composto JM-11 apresentou trés de seus isomeros entre
os cinco valores pior ranqueados, além de oito compostos da série JM fazerem parte dos
dez valores pior ranqueados. Interessantemente, ao utilizar a base de dados SEA para
buscar por possiveis alvos dos compostos, para os compostos JM-13 e LIZ-511 a cruzaina
apareceu como alvo predito. Se por um lado, o composto LIZ-511 foi o ranqueado com a
quarta maior afinidade por essa enzima no docking, por outro lado o composto JM-13 foi
apenas o 27° ranqueado. Isso corrobora com o posicionamento da cruzaina como possivel
alvo para estas moléculas, uma vez que para a LIZ-511, a cruzaina foi o alvo mais
provavel no SEA, enquanto para o JM-13 a enzima ficou na 12* posi¢ao de possivel alvo.

A diferenca entre o menor score (61,52 referente ao JM-11-ZE) e o maior score
(78,16 referente ao LIZ-521-ZE) ¢ de 16,64 pontos. Esta diferenca de score entre as
solucdes de docking com maior e menor afinidades obtidas se deve, aparentemente, ao
maior volume do chassi (scaffold) molecular do composto LIZ-521, cujas diferengas em
relacdo ao composto JM-11 consistem na alteracdo da posicdo dos atomos de cloro
ligados ao primeiro anel benzeno da estrutura, um atomo bromo ligado ao segundo anel
benzeno da estrutura do composto, a substitui¢do do grupamento metoxi por um anel
benzeno ligado ao 4&tomo de nitrogénio do grupo tiazol, e um atomo de fltior ligado ao

ultimo anel benzeno da estrutura da molécula.
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Ao analisar as interagdes intermoleculares, observa-se que os residuos GLY65,
LEU67, MET68, ALA138, LEU160 ¢ GLU208 fizeram contatos hidrofobicos com a
maioria dos compostos. Além disso, os residuos TRP26 e HIS162 realizaram pi-stacking,
t-stacking e cation-pi, além de realizarem contatos hidrofébicos com a maioria dos
compostos. Os isdmeros envolvidos nessas interagdes foram principalmente EE e ZZ.
No entanto, a diferenca entre as interagdes entre 0os compostos com maior € menor
afinidades ocorreu, principalmente, pela diferenca na quantidade de contatos hidrofobicos
estabelecidos e quais aminoacidos estdo envolvidos.

Por um lado, a molécula que apresentou a menor afinidade in silico (JM-11-ZE)
foi a Unica a fazer contato hidrofoébico com o residuo LEU204 da cruzaina, além de ndo
fazer contato hidrofébico com alguns residuos importantes como GLY 65 e GLU208. Por
outro lado, o ranqueado com maior afinidade fez contatos hidrofébicos com GLY65,
LEU67, MET68, ALA138, LEU160 e GLU208, além de fazer maior quantidade de
contatos hidrofobicos. As interagdes intermoleculares de LIZ-521-ZE com a cruzaina
estdao descritas na figura 11.

Figura 11 — Interagdes intermoleculares entre LIZ-521-ZE e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da
cruzaina.

LEU-160

| \ ’ MLA-BS
ASN-60 ’&GLU-NB

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: As interagdes entre o isdmero ZE do composto LIZ-521 (magenta) e os residuos da cruzaina,
em que os residuos da cruzaina que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde.

A unica diferenca de interagdo entre as duas moléculas com maior afinidade pelo
alvo ¢ que a LIZ-521-ZE fez contatos hidrofobicos com o residuo SER61 da cruzaina,

enquanto a JM-15-ZE nao fez contato com esse aminoacido.
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4.1.4.1.2 14-alfa demetilase

Ao observar os valores de score (ChemPLP) das solucdes de docking dos
compostos JM e LIZ para a enzima 14-alfa demetilase (tabela 6), observa-se que os
compostos em sua conformacdo EZ possuem uma maior afinidade predita pelo sitio de

ligacdo da enzima 14-alfa demetilase, quando comparado com os outros isOmeros.

Tabela 6 — Valores de score (ChemPLP) para as solugdes de docking dos compostos JM e LIZ em seus
isomeros para 14-alfa demetilase.

EE EZ ZE 77
Composto

IM-11 106,88 108,24 97,63 102,26
IM-13%* 113,46 - - 113,88

IM-14 99,72 109,05 105,89 103,89

IM-15 107,21 122,65 112,63 110,92
LIZ-311 103,64 118,97 99,1 110,01
L1Z-321 114,71 123,65 102,28 117,09
LIZ-331 108,28 120,9 110,11 112,68
LIZ-411 107,47 124,32 107,25 111,55
LIZ-421 119,08 124,88 106,18 114,26
LIZ-431 105,45 132,1 105,15 118,7
LIZ-511 102,82 125,03 104,33 109,25
LIZ-521 111,2 125,03 107,04 114,09
LIZ-531 106,2 126,77 105,8 113,89

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagdo.

Houve uma diferenga de 34,47 pontos entre a molécula com menor afinidade
(97,63 referente a JM-11-ZE) e com maior afinidade (132,1 referente a LIZ-431-EZ).
Como para a cruzaina, o composto JM-11 teve dois isdmeros entre os 5 piores
ranqueados, e o pior ranqueamento foi o mesmo isdmero — o ZE. Estruturalmente, o
composto LIZ-431 ¢ mais complexo do que o composto JM-11, o que pode favorecer as
interacdes entre o composto e a enzima. As diferengas entre as moléculas LIZ-431 e JM-
11 consistem na adigdo de um atomo de fluor ao primeiro anel benzeno, adi¢do de um
atomo de bromo ao segundo anel benzeno, substitui¢do do grupamento metdxi por um
anel benzeno ligado ao 4tomo de nitrogénio do grupo tiazol, e adi¢gdo um grupamento

metoxi ao ultimo anel benzeno da estrutura do composto.
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Ao serem analisadas as interagdes intermoleculares, observa-se que os residuos
TYR74, MET77, PHE81, VAL184, ALA256, LEU321 e MET425 fizeram contatos
hidrofébicos com a maioria das moléculas. Outro componente enzimatico extremamente
importante na interagdo ligante-alvo foi o grupamento Heme, presente na enzima. Dentre
todos os isdmeros de todos os compostos, apenas um nao fez algum tipo de contato com
esse grupamento, que foi o LIZ-531-ZE. Além disso, principalmente os residuos TYR74
e HEM443 (grupamento Heme) realizaram pi-stackings, t-stackings, cation-pi e ligacao
de hidrogénio, bem como realizaram contatos hidrofobicos com a maioria dos compostos.
No entanto, a diferenca nas interacdes entre o composto com ranqueamento maior e
menor foi devida principalmente pela diferenca na quantidade de contatos hidrofobicos
estabelecidos e com quais aminoacidos eles estdo interagindo. As interagdes

intermoleculares de LIZ-431-EZ estdo descritas na figura 12.

Figura 12 — Interagdes intermoleculares entre L1Z-431-EZ e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da
14-alfa demetilase.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: As interacdes entre o isdmero ZE do composto LIZ-431-EZ (magenta) e os residuos da 14-alfa
demetilase, em que os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde e o grupamento Heme
em vermelho.

Como para a enzima cruzaina, o composto JM-15 (em seu isomero ZE) foi o

ranqueado com o valor mais alto da série JM.
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4.1.4.1.3 Esqualeno sintase

Ao se observar os valores de score (ChemPLP) das solu¢des de docking dos
compostos JM e LIZ para a enzima esqualeno sintase (tabela 7), observa-se que os
compostos em sua conformacdo EE possuem uma maior afinidade predita pelo sitio de

ligacdo da enzima esqualeno sintase, quando comparado com os outros isOmeros.

Tabela 7 — Valores de score (ChemPLP) para as solugdes de docking dos compostos JM e LIZ em seus
isomeros para esqualeno sintase.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 88,32 83,44 88,84 89,01
IM-13* 85,93 - - 93,07
IM-14 91,97 92,46 93,47 84,18
IM-15 98,81 97,71 90,94 91,75
Liz-311 103,32 96,28 96,11 90,04
LIZ-321 98,13 91,19 96,96 95,58
LIZ-331 93,91 98,57 94,31 91,54
LIZ-411 96,57 97,12 86,88 94
Liz-421 95,12 100,28 97,28 97,34
LIZ-431 100,94 91,22 94,16 95,52
LIZ-511 98,17 95,59 92,09 93,34
LIZ-521 103,57 94,35 83,34 95,72
LIZ-531 96,87 94,66 92,35 92,75

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagao.

Houve uma diferenga de 20,23 pontos entre a menor (83,34 referente a LIZ-521-
ZE) e a maior afinidade (103,57 referente a LIZ-521-EE). Interessantemente, foram
diferentes isdmeros da mesma molécula que apresentaram a afinidade in sil/ico mais alta
e mais baixa por esta enzima.

Ao se analisar as interagdes intermoleculares, observa-se que os residuos PHE18,
TYR37, VAL144, LEU148, LEU176, PHE255 e PRO259 fizeram contatos hidrofobicos
com a maioria dos compostos. Além disso, o residuo TYR37 realizou t-stacking e ligacao
de hidrogénio com muitos compostos, bem como o residuo TYR152 esteve envolvido na
maioria das ligagdes de hidrogénio. No entanto, a diferenca entre as interacdes entre o
composto de maior e menor ranqueamento ocorreu principalmente pela diferenca na

quantidade de contatos hidrofobicos estabelecidos e os respectivos aminoacidos
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envolvidos, além da molécula LIZ-521-EE ter realizado t-stacking com o residuo TYR37
da enzima (figura 13).
Assim como para as enzimas cruzaina e 14 alfa-demetilase, o composto JM-15 foi

o que apresentou o melhor ranqueamento da série JM.

Figura 13 — Interagdes intermoleculares entre LIZ-521-EE e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da
esqualeno sintase.

PRO-259

SER-17

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: As interagdes entre o isdmero ZE do composto LIZ-521 (magenta) e os residuos da esqueleno
sintase, em que os residuos que fazem contatos hidrofébicos estdo na cor verde e residuo que faz t-
stacking esta em amarelo.

4.1.4.1.4 Tripanotiona redutase

Ao serem observados os valores de score (ChemPLP) das solucdes de docking dos
compostos JM e LIZ para a enzima tripanotiona redutase (tabela 8), observa-se que os
compostos em sua configuragdo (ou estereoquimica) EZ possuem uma maior afinidade
predita pelo sitio de ligacdo da enzima tripanotiona redutase, quando comparados com os

outros isOmeros.
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Tabela 8 — Valores de score (ChemPLP) para as solugdes de docking dos compostos JM e LIZ em seus
isomeros para tripanotiona redutase.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 73.79 75,17 82,07 65,79
IM-13%* 84,72 - - 82,23
IM-14 65,09 74,89 66,81 73,23
IM-15 75,72 72,59 72,45 74,68
LIZ-311 69,95 73,63 81,88 69,65
LIZ-321 76,15 75,3 73,36 69,25
LIZ-331 67,08 77,32 77,25 72,71
LIZ-411 70,3 80,37 84,3 69,59
LIZ-421 74,36 73,05 70,5 76,39
LIZ-431 70,02 77,29 75,22 83,06
LIZ-511 70,11 80,33 76,61 71,08
LIZ-521 73,49 79,99 73,69 76,58
LIZ-531 73,79 75,6 75,97 76,77

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagdo.

Houve uma diferenga de 19,63 pontos entre a molécula de menor (65,09 referente
a JM-14-EE) e maior afinidade (84,72 referente a JM-13-E). Interessantemente,
novamente observa-se que foram isomeros diferentes da mesma molécula.

selAo serem analisadas as interagdes intermoleculares, observa-se que os residuos
LEU13, GLU14, TRP17, TYR106 ¢ MET109 fizeram contatos hidrofobicos com a
maioria dos compostos. Além disso, os residuos TRP17 e TYR106 realizaram t- e pi-
stacking, além de ligacdo de hidrogénio, com muitos compostos. A diferenca das
interacdes entre 0 composto com maior € menor ranqueamento ocorreu principalmente
porque JM-13-E teve interacdes pi-stackings com os anéis do aminoacido TRP17,
enquanto JM-14-EE fez apenas um pi-stacking. As interagdes intermoleculares entre JM-

13-E e a enzima tripanotiona redutase estao expostas na figura 14.
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Figura 14 — Interagdes intermoleculares entre JM-13-E e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da
tripanotiona redutase.

ILE-102

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: As interagdes entre o isdmero E do composto JM-13 (magenta) e os residuos da tripanotiona
redutase, em que os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde e residuo que faz pi-
stacking esta em laranja.

4.1.4.2 Citotoxicidade

O grafico 4 traz a analise panoramica dos resultados de docking referente aos alvos
de citotoxicidade. Os resultados gerados pelo Autodock Vina sao fornecidos em kcal/mol.
Quanto menor a energia de ligagdo, maior a finidade predita pelo alvo. E possivel verificar
que os compostos demonstraram maior afinidade in silico pela monoamina oxidade B

(MAOB). Nao houve presenca de outliers em nenhum dos alvos.
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Grafico 4 — Variagao dos valores de energia de ligagdo (kcal/mol) para cada alvo de toxicidade.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: MAOA = Monoamina oxidase A; MAOB = Monoamina oxidase B.

Além da andlise geral de energias de ligagdo, também ¢ interessante fazer uma
analise geral das interacdes intermoleculares. No grafico 5, o primeiro set de resultados
(barras) ¢ relativo ao composto (e seu isdmero) melhor ranqueado, enquanto o segundo ¢
relativo ao pior ranqueado. No caso de MAOA, as interacdes pi-stacking foram
responsaveis por diferenciar o melhor do pior ranqueado, enquanto para MAOB tanto pi-

quanto t-stacking auxiliaram na diferenciagao.

Grafico 5 — Resumo das interagdes intermoleculares entre os compostos ¢ os alvos de toxicidade.

Resumo das Interagoes - Alvos de toxicidade
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).



85

A seguir estdo descritos os valores de energia de ligacdo de cada ligante em cada
alvo de citotoxicidade analisado, bem como suas interacdes intermoleculares de maneira
mais descritiva.

Ao serem observados os valores de energia de ligagao (kcal/mol) das solugdes de
docking dos compostos JM e LIZ para a enzima MAOA (tabela 9), os compostos em sua
configuragdo (ou estereoquimica) EE possuem uma maior afinidade predita pelo sitio de
ligagdo da enzima, quando comparados com os outros iSOGmeros.

Houve uma diferenca de 9,5 kcal/mol entre a molécula de menor (-0,9 kcal/mol
referente a LIZ-321-Z7) e maior afinidade (-10,4 kcal/mol referente a JM-15-EE). Ambos
isomeros do composto JM-13, em que as plataformas ProTox-II e SEA citaram como
possivel alvo as enzimas da familia MAO, ficaram entre os 10 melhores ranqueados. O
isomero Z desse composto foi o quarto melhor ranqueado (-8,5 kcal/mol) enquanto o

isomero E foi o oitavo colocado (-8 kcal/mol).

Tabela 9 — Valores de energia de ligagdo (kcal/mol) para as solugdes de docking dos compostos JM e LIZ
em seus isdmeros para MAOA.

Composto EE EZ ZE 77

IM-11 8,1 -6,4 -8,9 1,5
IM-13* 3 ] ] 8.5
JM-14 75 8,3 8,2 52
JM-15 -10,4 -8 6,9 -10,3
LIZ-311 5 5.5 5.6 55
LIZ-321 52 45 -6,1 -0,9
LIZ-331 5,1 -4,1 5.8 2.1
LIZ-411 -5,9 43 4.1 2,1
LIZ-421 5,6 -6,8 -1,7 -1,7
LIZ-431 25,2 -4.5 -3 -3,8
LIZ-511 5.7 4.4 -4,1 5.4
LIZ-521 5,8 4.4 -1,7 22,7
LIZ-531 7.1 4,2 -5,8 2,2

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagao.

Ao serem analisadas as interagdes intermoleculares, observa-se que os residuos
TYR69, LEU97, ILE180, GLN215, ILE325, ILE335, LEU337 ¢ MET350 fizeram
contatos hidrofobicos com a maioria dos compostos. Além disso, os residuos PHE208,

PHE352, TYR407 e TYR444 fizeram contatos hidrofébicos, t- e pi-stacking com a
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maioria das solugdes. O residuo VAL210, além de fazer contatos hidrofobicos com a
maioria das solugdes, fez ligacdes de hidrogénio com 4 solugdes.

A diferenca das interagdes entre 0 composto com maior € menor ranqueamento
ocorreu principalmente porque JM-15-EE teve interagdes t-stacking com PHE208,
enquanto LIZ-521-ZZ fez apenas contatos hidrofobicos com todos os residuos. Na figura

15 podemos ver as principais interagdes de JM-15-EE com os residuos do sitio de ligagao
da MAOA.

Figura 15 — Interagdes intermoleculares entre JM-15-EE e os residuos de aminoacidos do sitio de ligagdo
da MAOA.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: As interacdes entre o isdmero EE do composto JM-15 (magenta) e os residuos da
monoamina oxidase A, em que os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde e residuo
que faz t-stacking esta em amarelo.

Ao serem observados os valores de energia de ligagdo (kcal/mol) das solugdes de
docking dos compostos JM e LIZ para a enzima MAOB (tabela 10), os compostos em sua
configuragdo (ou estereoquimica) EE possuem uma maior afinidade predita pelo sitio de

ligacdo da enzima, quando comparados com os outros isOmeros.
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Tabela 10 — Valores de energia de ligacdo (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos JM e
LIZ em seus isdbmeros para MAOB.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -11,4 -11 -11,6 -11,8
IM-13* -12.4 - - -12,7
IM-14 -11 -11,2 -10,9 -11
IM-15 -8,3 -10,2 -10,7 -9,9
LIZ-311 -8 -10,8 -8,7 9,1
LIZ-321 9,1 -10,9 -9 -9,6
LIZ-331 9,1 -8,5 -8,4 -9
LIZ-411 -8,7 -11 -9,6 -10,1
LIZ-421 -9,2 -10,9 -10,3 -10,3
LIZ-431 9,3 -8,4 9,3 -9,4
LIZ-511 -7,8 -9,7 -9,5 -9,6
LIZ-521 -8,3 -9,5 -6,6 -9,9
LIZ-531 -7,9 -7,6 -8,7 -1,7

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isomeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas

uma dupla ligacao.

Houve uma diferenca de 6,1 kcal/mol entre a molécula de menor (-6,6 kcal/mol
referente a LIZ-521-ZE) e maior afinidade (-12,7 kcal/mol referente a JM-13-Z). Ambos
isomeros do composto JM-13, em que as plataformas ProTox-II e SEA citaram como
possivel alvo as enzimas da familia MAO, foram os melhores ranqueados. O isémero Z
desse composto foi o primeiro melhor ranqueado (-12,7 kcal/mol), enquanto o isomero E
foi o segundo colocado (-12,4 kcal/mol).

Ao serem analisadas as interagdes intermoleculares, verificou-se que os residuos
TYR69, LEU97, ILE180, GLN215, ILE325, ILE335, LEU337 ¢ MET350 fizeram
contatos hidrofobicos com a maioria dos compostos. Além de contatos hidrofébicos com
a maioria das solugdes, os residuos PHE168, GLN206 ¢ TYR435 fizeram t-stacking,
ligacdo de hidrogénio e pi-stacking, respectivamente, com algumas solugdes. Os residuos
TYR326 ¢ TYR398 fizeram contatos hidrofobicos com a maioria das solugoes, além de
também fazerem pi- e t- stacking.

A diferenga das interagdes entre 0 composto com maior € menor ranqueamento
ocorreu principalmente porque JM-13-Z fez pi- ou t-stacking com TRP119, TYR326,
TYR398 e TYR435, enquanto L1Z-521-ZE fez interagdes pi- ou t-stacking com TYR326

e 435. Na figura 16 ¢ possivel observarmos as principais interacoes de JIM-13-Z.
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Figura 16 — Intera¢Ges intermoleculares que ocorrem entre o composto JM-13-Z e os residuos de
aminoacidos do sitio da MAOB.

TRP-119

/PRO-104

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: As interagdes entre o isdmero Z do composto JM-13 (magenta) e os residuos da
monoamina oxidase B, em que os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde, o residuo
que faz t-stacking esta em amarelo e os residuos que fazem pi-stacking estdo em laranja.

4.1.4.3 Sistema imune

Devido ao grande nimero de alvos imunolégicos investigados, fez-se necessario
efetuar uma analise panoramica inicial dos resultados. No grafico 6 estd exposta a
variagdo de energia de ligacao (kcal/mol) entre os 9 diferentes alvos imunologicos. A
partir da andlise do gréfico 6, ¢ possivel verificar que TLR2 foi o alvo que apresentou os
menores valores de energia de ligagdo, seguido por TLR4. O composto com a maior
afinidade predita para o TLR2 foi LI1Z-421-EE, enquanto para TLR4 foi JM-13-Z. Houve
variagdes semelhantes nos valores de energia de ligacdo entre os receptores de citocinas.

E interessante destacar que para TNFR e IL10R houve pouca diferenca de energia
de ligacdo média entre os ligantes testados, ou seja, a maioria tem afinidades semelhantes
pelo alvo. O receptor de citocina que apresentou menor valor de energia de ligacdo média

foi IL6R, com destaque para JIM-13-Z que teve energia de ligacdo de -9,2 kcal/mol.
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Grafico 6 — Variagao dos valores de energia de ligagdo (kcal/mol) para cada alvo do sistema imune.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: TLR2 = receptor toll-like 2; TLR4 = receptor foll-like 4; IFNGR = receptor do
interferon gama; TNFR = receptor 2 do fator de necrose tumoral; IL2R = receptor da interleucina 2; IL4R
= receptor da interleucina 4, IL6R = receptor da interleucina 6, ILI0R = receptor da interleucina 10;

IL17Ra = receptor A da interleucina 17.

Além da analise geral de energias de ligagdo, também ¢ interessante fazer uma
analise geral das interacdes intermoleculares. No grafico 7, o primeiro set de resultados
(barras) ¢ relativo ao composto (e seu isdmero) melhor ranqueado, enquanto o segundo ¢
relativo ao pior ranqueado. E possivel verificar que TLR2 e TRL4 foram os alvos em que
houve o maior numero de interacdes. No geral, contato hidrofébico foi a interacdo que

melhor diferenciou o melhor ranqueado do pior ranqueado.
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Grafico 7 — Resumo das interagdes intermoleculares entre os compostos e os alvos imunoldgicos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: TLR2 = receptor toll-like 2; TLR4 = receptor foll-like 4; IFNGR = receptor do
interferon gama; TNFR = receptor 2 do fator de necrose tumoral; IL2R = receptor da interleucina 2; IL4AR
= receptor da interleucina 4, IL6R = receptor da interleucina 6, IL10R = receptor da interleucina 10;

IL17Ra = receptor A da interleucina 17.

A seguir estdo descritos os valores de energia de ligacdo de cada ligante em cada

alvo analisado, bem como suas interagdes intermoleculares de maneira mais descritiva.
4.1.4.3.1 Receptor toll-like 2 (TLR2)
Ao observar os resultados de docking para o TLR2 (tabela 11), foi possivel

verificar que houve uma diferenca de 2,9 kcal/mol entre LI1Z-421-EE (-14,5 kcal/mol) e
IM-14-77 (-11,6 kcal/mol). O isdmero de maior estabilidade foi o EE.
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Tabela 11 — Valores de energia de ligacdo (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos JM e
LIZ em seus isdbmeros para TLR2.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -13 -12,9 -12,7 -11,9
IM-13* -13,2 - - -13,5
IM-14 -11,8 -12,7 -13,1 -11,6
IM-15 -13,4 -13,1 -13,3 -12,6
LIZ-311 -13,1 -12,6 -12 12,7
LIZ-321 -13,4 -12,9 -12,4 -12.9
Liz-331 -12,8 -12,6 -12 -12,5
Li1Z-411 -14,1 -12,6 -12,6 -13,3
Liz-421 -14,5 -12,9 -13,4 -13,4
Liz-431 -13,7 -13 -12,4 -13,1
LIZ-511 -13,8 -13,2 -12,7 -13,3
Liz-521 -14,1 -12,6 -13,1 -13,6
LIZ-531 -12,9 -12,7 -12,5 -13

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isomeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas

uma dupla ligagao.

Analisando as interagdes intermoleculares, foi possivel verificar que o residuo
PHE266 interagiu com todos os ligantes e seus isdmeros, tanto fazendo contatos
hidrofobicos quanto t-stacking. Além disso, os residuos PHE284, ILE114, ILEI19,
PHE325, VAL343, VAL348 e PHE355 fizeram interagdes com a maioria dos compostos.
O residuo PHE284 fez t- e pi-stacking com diferentes compostos. J& o residuo PHE325
fez pi-stacking com a maioria dos compostos que ele interagiu. O residuo PHE349 fez pi-
stacking e ligacdes de hidrogénio com alguns compostos.

A principal diferenca de interacdo entre o melhor ranqueado (LIZ-421-EE) e o
pior ranqueado (JM-14-ZZ) estd principalmente no numero menor de contatos
hidrofébicos feitos pelo pior ranqueado. Na figura 17 € possivel observar as principais

interagdes entre LI1Z-421-EE e o TLR2.



92

Figura 17 — Intera¢Ges intermoleculares entre LIZ-421-EE e os residuos de aminoacidos do sitio de
ligagdo de TRL2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: As interagdes entre o isdmero EE do composto LIZ-421-EE (magenta) e os residuos do

TLR2, em que os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde e o residuo que faz t-

stacking estd em amarelo.

4.1.4.3.2 Receptor toll-like 4 (TLR4)

Ao observar os resultados de docking para o TLR4 (tabela 12), foi possivel
verificar que houve uma diferenca de 2,3 kcal/mol entre JM-13-Z (-11 kcal/mol) e LI1Z-
531-ZE (-8,7 kcal/mol). O isdmero de maior estabilidade foi o EZ.

Tabela 12 — Valores de energia de ligacdo (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos JM e
LIZ em seus isdmeros para TLR4.

Composto EE EZ ZE 77
JM-11 -10,4 -10,5 9,9 9,8
IM-13%* -10,8 R - -11
IM-14 9.7 -9,2 -9,6 -9,7
IM-15 9,1 -10,1 -9.5 -9,8
LIZ-311 9.7 9.8 9.1 9.4
LI1Z-321 -10 9,8 -9 -9,5
LI1Z-331 9.8 94 -8,7 9.3
LI1Z-411 -10,1 -10,5 -9,7 -9,8
LIZ-421 -10,3 -10,8 -9,6 -9,6
L1Z-431 -10 -10,6 9.3 9,7
LIZ-511 -10,1 -10,3 -10 9,7
LI1Z-521 -10,3 -10,4 -9,9 -9,9

LIZ-531 -10 -10,3 -8,7 -9,3
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligacdo.

Analisando as interacdes intermoleculares, foi possivel verificar que os residuos
ILE-52, LEU61, LEU63, PHE151 e ILE-153 interagiram com a maioria das solugdes.
Além disso, os residuos PHE104, PHE121 e PHEI151 fizeram pi ou t-stacking com um
grande nimero de solugdes. A principal diferenca de interag¢do entre o melhor ranqueado
(JM-13-Z) e o pior ranqueado (LIZ-531-ZE) estd no nimero maior de contatos
hidrofébicos feitos pelo melhor ranqueado, além de JM-13-Z fazer pi-stacking com o

residuo PHE151. Na figura 18 ¢ possivel observar as principais interagdes entre JM-13-

Z e o TLRA4.

Figura 18 — Interagdes intermoleculares entre JM-13-Z ¢ os residuos de aminoacidos do sitio de ligagéo
de TRLA4.

PHE-119

Legenda: As interagdes entre o isdmero Z do composto JM-13 (magenta) e os residuos do TLR4,
em que os residuos que fazem contatos hidrofébicos estdo na cor verde e o residuo que faz pi-stacking

estd em laranja.

4.1.4.3.3 Receptor do interferon gama (IFNGR)

Ao observar os resultados de docking para o IFNGR (tabela 13), foi possivel
verificar que houve uma diferenga de 2,2 kcal/mol entre JM-13-E (-7,5 kcal/mol) e JM-
11-ZZ (-5,3 kcal/mol). O isomero de maior estabilidade foi o EZ.
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Tabela 13 — Valores de energia de ligacdo (kcal/mol) para as solugdes de docking dos compostos JM e
LIZ em seus isdbmeros para IFNGR.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -10,4 -10,5 -9,9 -9,8
IM-13* -10,8 - - -11
IM-14 9,7 9,2 9,6 9,7
IM-15 -9,1 -10,1 -9,5 -9.8
LIZ-311 9,7 9.8 9,1 9.4
LIZ-321 -10 9.8 -9 9,5
LIZ-331 9.8 9.4 -8,7 9.3
LIZ-411 -10,1 -10,5 -9,7 9.8
LIZ-421 -10,3 -10,8 -9,6 29,6
LIZ-431 -10 -10,6 -9.3 -9,7
LIZ-511 -10,1 -10,3 -10 9,7
LIZ-521 -10,3 -10,4 -9,9 -9,9
LIZ-531 -10 -10,3 -8,7 9,3

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isomeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas

uma dupla ligacao.

Analisando as interagdes intermoleculares, foi possivel verificar que TYR49 fez
pi- e t-stacking, além de contatos hidrofobicos, com a maioria dos isdmeros, parecendo
ser um residuo-chave da interface composto-sitio de ligacao. Os aminoacidos SER80 e
TRP82 fizeram ligagdo de hidrogénio e contatos hidrofobicos (além de pi e t-stacking no
caso de TRP82). Os residuos ASN79, VAL206 ¢ TRP207 também fizeram contatos
hidrofobicos com boa parte dos isdmeros. Além disso, TRP207 também participou de t-
stacking e ligagcdes de hidrogénio. O aminodcido ARG106 parece ser importante na
formacao de cation-pi, além de ligagdes de hidrogénio.

Observando a figura 19 € possivel verificar que o melhor ranqueado (JM-13-E)
fez pi-stacking com TYR49, liga¢@o de hidrogénio com SER78 e cation-pi com ARG106.
Ja o pior ranqueado (JM-11-ZZ7) fez apenas contatos hidrofébicos com todos os residuos

com 0s quais interagiu.
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Figura 19 — Interagdes intermoleculares que ocorrem entre o composto JM-13-E e os residuos de
aminoacidos do sitio de ligagdo de IFNGR.

') SER-78

ALA-103

ARG-106

TRP-207

Legenda: As interagdes entre o isdmero E do composto JM-13 (magenta) e os residuos de IFNGR em que
os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde, o residuo que faz pi-stacking esta em
laranja, o residuo que faz cétion-pi estd em azul e o residuo que faz ligag@o de hidrogénio (com a

distancia em angstrom entre os &tomos envolvidos na liga¢do) esta em ciano.

4.1.4.3.4 Receptor do fator de necrose tumoral (TNFR)

Ao observar os resultados de docking para o TNFR (tabela 14), foi possivel
verificar que houve uma diferenga de 1,6 kcal/mol entre JM-15-EZ (-7,9 kcal/mol) e LI1Z-
511-ZE (-6,3 kcal/mol). O isomero de maior estabilidade foi o EE.

Tabela 14 — Valores de energia de ligacao (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos
JM e LIZ em seus isdmeros para TNFR.

Composto EE EZ ZE 77
IM-1T1 -6,8 -6,9 7,2 -6,8
IM-13* -7,7 - - 7.2
IM-14 -7 -6,9 7.2 -6,6
IM-15 -7.8 -7,9 -7,6 -6,5
LIZ-311 7,5 -6,9 -6,8 -6,9
LIZ-321 7,6 -7 7,1 -6,7
LIZ-331 7,2 -6,9 -6,9 -6,7
LIZ-411 -6,9 -7,1 27,2 -6,6
LIZ-421 74 -6.9 -6,7 -6,7
LIZ-431 72 -6,7 7.2 7.2
LIZ-511 -6,7 -6,9 -6,3 -6,5
LIZ-521 7 -7 7,2 -6,7
LIZ-531 -7 -6,8 7,1 7,1

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligacdo.

Analisando as interacdes intermoleculares, foi possivel verificar que os residuos
ASN134 e ASN148 fizeram contatos hidrofobicos com a maior parte dos compostos, com
destaque para o primeiro residuo que também fez ligagdes de hidrogénio com 24
1someros. Os residuos HIS105 e PHE115, além de fazerem contatos hidrofobicos com a
maioria das solugdes, também fizeram pi- e t-stacking com um grande niimero de
isOmeros.

A principal diferenga de interacao entre o melhor ranqueado (JM-15-EZ) e o pior
ranqueado (LIZ-511-ZE) foi que JM-15-EZ fez contatos hidroféobicos com um maior
namero de residuos, além de fazer t-stacking com os residuos HIS105 e PHE115. Na
figura 20 € possivel verificar o posicionamento de JM-15-EZ no sitio de ligacdo do TNFR

e suas principais interagoes.

Figura 20 — Interagdes intermoleculares entre JM-15-EZ e os residuos de aminoacidos do sitio de ligacdo
de TNFR.

TRP-107

“ASN-134

-
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Legenda: As interacdes entre o isdmero EZ do composto JM-15 (magenta) e os residuos de

TNFR em que os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde e os residuos que fazem t-

stacking estdo em amarelo.
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4.1.4.3.5 Receptor da interleucina 2 (IL2R)

Ao observar os resultados de docking para o IL2R (tabela 15), foi possivel
verificar que houve uma diferenca de 3,2 kcal/mol entre JM-13-E (-8,1 kcal/mol) e LIZ-
531-ZZ (-4,9 kcal/mol). O isdmero de maior estabilidade foi o EE. Importante observar
que os dois melhores ranqueados foram isdmeros do mesmo composto, com diferenca de

0,7 kcal entre ambos, mostrando a importancia da isomeria para esse alvo.

Tabela 15 — Valores de energia de liga¢ao (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos
JM e LIZ em seus isdmeros para IL2R.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -6,3 -5,5 -6 -5,6
IM-13* -8,1 - - 7,4
IM-14 6,5 -6 53 6
IM-15 -5,5 -6,7 -5,5 -6
LIZ-311 -5.,8 -5,6 -5,6 -5,2
LIZ-321 -6 -6,1 -5,7 -5,9
LIZ-331 -6 -6,4 -6,1 -5,9
LIZ-411 -6,9 -6,6 -6 -7
LIZ-421 -6,7 -6,4 -5,7 -5,7
LIZ-431 5.9 -6,4 -6,6 -5,9
LIZ-511 -5.8 7.3 -5,9 -5,5
LIZ-521 -5,9 -6,5 -5,6 -5,7
LIZ-531 -6 -6,4 -5,8 4.9

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligacao.

Analisando as interagdes intermoleculares, foi possivel verificar que os residuos
que fizeram contatos hidrofobicos, cation-pi, ligagdes de hidrogénio ou pi-stacking com
a maior parte das solugdes foram ARG35 e ARG36, LYS38, SER41, LEU42 e TYR43.
O residuo TYR43 aparenta ser um bom formador de pi-stacking, enquanto ARG35 um
bom formador de cation-pi e LEU42 de ligacdes de hidrogénio. O nimero de contatos
hidrofébicos foi a principal responsavel por diferenciar o melhor ranqueado (JM-13-E)
do pior ranqueado (LIZ-531-ZZ), além de JM-13-E fazer pi-stacking com o residuo
TYRA43. Na figura 21 ¢ possivel observarmos o posicionamento de JM-13-E no sitio de

ligacdo com IL2R e suas principais interacoes.
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Figura 21 — Interagdes intermoleculares entre JM-13-E e os residuos de aminoacidos do sitio de ligagéo
de IL2R.

Legenda: As interagdes entre o isdmero E do composto JM-13 (magenta) e os residuos de IL2R
em que os residuos que fazem contatos hidrofébicos estdo na cor verde e o residuo que faze pi-stacking

esta em laranja.

4.1.4.3.6 Receptor da interleucina 4 (IL4R)

Ao observar os resultados de docking para o IL2R (tabela 16), foi possivel
verificar que houve uma diferenca de 1,7 kcal/mol entre JM-13-E (-8,5 kcal/mol) e LIZ-
531-ZE (-6,8 kcal/mol). O isomero de maior estabilidade foi o ZZ.

Tabela 16 — Valores de energia de ligacao (kcal/mol) para as solug¢des de docking dos compostos
IJM e LIZ em seus isomeros para IL4R.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -7,4 -7,6 7,7 7,8
IM-13* -8,5 - - 7,5
IM-14 7,1 27,7 -7,6 -7,
IM-15 -6,9 -6,8 -6,8 7,3
LIZ-311 7,1 -7 7,1 7,7
L1Z-321 7,1 7,1 -7 -7,9

LIZ-331 -6,8 -6,9 -6,9 7,7
LIZ-411 -7,2 -7 7,2 -7.8
LIZ-421 7.2 -6,9 7.8 -7.8
LIZ-431 -6,8 7,1 7,1 -7,3
LIZ-511 -7,3 -7.3 -7 -7,5
LIZ-521 7,3 713 7.9 7.9
LIZ-531 7.1 -7 -6,8 7,7

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligacdo.

Analisando as interacdes intermoleculares, foi possivel verificar que os residuos
ASP67, VAL69, ASP125 E ASN126 fizeram contatos hidrofobicos com a maioria dos
isomeros. O residuo TYR127 parece ser bastante importante para esse alvo, pois fez pi e
t-stacking, além de ligacdo de hidrogénio com a maior parte das solugdes. Mais
especificamente, todas as vezes que TYRI127 fez interacdo com algum isdmero ele fez
algumas dessas interagdes previamente citadas. O nimero de contatos hidrofobicos, além
de fazer uma ligacdo de hidrogénio com o residuo ASP67, foram as responsaveis por
diferenciar o melhor (JM-13-E) do pior ranqueado (LIZ-531-ZE). Na figura 22 ¢ possivel

verificar o posicionamento de JM-13-E no sitio de ligagdo ao IL4R.

Figura 22 — Interagdes intermoleculares entre JM-13-E e os residuos de aminoacidos do sitio de ligagao
de IL4R.

VAL-69

TYR-13 g

ASP-125

Legenda: As interagdes entre o isdmero E do composto JM-13 (magenta) e os residuos de IL4R em que
os residuos que fazem contatos hidrofébicos estdo na cor verde, o residuo que faz pi-stacking estd em
laranja e o residuo que faz ligacdo de hidrogénio (com a distancia em angstrom entre os &tomos

envolvidos na ligacdo) estd em ciano.

4.1.4.3.7 Receptor da interleucina 6 (IL6R)

Ao observar os resultados de docking para o IL6R (tabela 17), foi possivel
verificar que houve uma diferenca de 2,2 kcal/mol entre IM-13-Z (-9,2 kcal/mol) e JM-
14-7Z7 (-7 kcal/mol). O isomero de maior estabilidade foi o EE.



100

Tabela 17 — Valores de energia de liga¢ao (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos
JM e LIZ em seus isdmeros para IL6R.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -7,5 -7,5 -7,8 -7,6
IM-13* -8,6 -9,2
IM-14 73 7.9 7,7 7
IM-15 -7,5 -7,5 -8 -7,4
LIZ-311 7,5 7,5 -7.8 -9
LIZ-321 73 -8,2 -8 7,5
LIZ-331 7.3 -8 15 73
LIZ-411 8,7 -8,2 -8,3 7,5
LIZ-421 -9 -8,2 7,7 27,7
LIZ-431 7,4 7,7 -7.3 -8,2
LIZ-511 -8.8 -8 -7,6 7.4
LIZ-521 -8,9 7,7 -8 7,5
LIZ-531 74 -7.,7 7,4 7.3

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagdo.

Analisando as interagdes intermoleculares, foi possivel verificar que os residuos
GLU163 e GLU278 fizeram contatos hidrofébicos com a maioria das solugdes. Os
residuos PHE229, TYR230 e PHE279 fizeram contatos hidrofébicos, t e pi-stacking, além
de ligacoes de hidrogénios com a maioria das solugdes, tendo os 2 ultimos interagido com
todas as solugdes.

O namero de contatos hidrofébicos feitos pelo melhor ranqueado (JM-13-Z) foi o
principal fator que auxiliou a diferencia-lo do pior ranqueado (JM-14-ZZ). Vale ressaltar
que JM-13-Z fez pi-stacking com o residuo PHE229, enquanto JM-14-ZZ fez t-stacking
com esse residuo. Além disso, JM-13-Z fez uma ligacdo de hidrogénio com o residuo
GLN281, enquanto JM-14-ZZ nao interagiu com esse residuo. Na figura 23 ¢ possivel
observarmos o posicionamento de JM-13-Z no sitio de ligacao com IL6R e suas principais

interagdes intermoleculares.
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Figura 23 — Interagdes intermoleculares entre JM-13-Z e os residuos de aminoacidos do sitio de ligagéo
de IL6R.
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Legenda: As interagdes entre o isdmero Z do composto JM-13 (magenta) e os residuos de IL6R em que
os residuos que fazem contatos hidrofébicos estdo na cor verde, os residuos que fazem pi-stacking estao
em laranja e o residuo que faz ligag@o de hidrogénio (com a distdncia em angstrom entre os atomos

envolvidos na ligacdo) estd em ciano.

4.1.4.3.8 Receptor da interleucina 10 (ILI10R)

Ao observar os resultados de docking para o IL10R (tabela 18), foi possivel
verificar que houve uma diferenca de 2,8 kcal/mol entre JM-13-E (-8,6 kcal/mol) e LIZ-
521-ZE (-5,8 kcal/mol). O isomero de maior estabilidade foi o EZ.

Tabela 18 — Valores de energia de ligacao (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos
JM e LIZ em seus isomeros para IL10R.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -7 -7,7 -7,1 -6,8
IM-13* -8,6 -8,1
IM-14 -7 -7 -6,8 -6,8
IM-15 -6,7 -8,1 -7,4 -6,4
LIZ-311 -7,1 -7 -7,1 -6,5
LIZ-321 -7 -6,7 -7,2 -6,9
LIZ-331 -6,5 -7 -6,7 -6,7
LiIZ-411 -7,5 -6,4 -6,2 -7,2
LIZ-421 -7,5 -6,5 -7 -7
LIZ-431 -7,1 -6,7 -7 -6,7
LIZ-511 -7,2 -6,8 -6,9 -6,7

LIZ-521 -7,1 -7 -5,8 -6,8
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LIZ-531 -7 -6,9 -6,5 -6,5
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagao.

Analisando as interagdes intermoleculares, foi possivel verificar que os residuos
VAL99, ILE139, PHE140, HIS142, PHE143 ¢ ARG191 fizeram contatos hidrofobicos,
cation-pi, pi-stacking, t-stacking ou ligacdo de hidrogénio com a maioria das solugdes.

Principalmente o ntmero de contatos hidrofobicos foi o responsavel por
diferenciar o melhor ranqueado (JM-13-Z) do pior ranqueado (JM-14-Z7), além disso,
IM-13-Z fez pi-stacking com o residuo PHE143 e liga¢do de hidrogénio com o residuo
ARG191. Na figura 24 ¢ possivel observarmos o posicionamento de JM-13-Z no sitio de

ligacao de IL10R e suas principais interacoes.

Figura 24 — Interagdes intermoleculares entre JM-13-Z e os residuos de aminoacidos do sitio de ligagéo
de IL10R.

PHE-140

ILE-139

Legenda: As interagdes entre o isdmero E do composto JM-13 (magenta) e os residuos de IL10R em que
os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde, o residuo que faz pi-stacking esta em
laranja e o residuo que faz ligagdo de hidrogénio (com a distancia em angstrom entre os atomos

envolvidos na ligac¢@o) estd em ciano.
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4.1.4.3.9 Receptor A da interleucina 17 (IL17Ra)

Ao observar os resultados de docking para o IL17Ra (tabela 19), foi possivel
verificar que houve uma diferenca de 2,4 kcal/mol entre JM-13-E (-8,6 kcal/mol) e LIZ-
321-ZE (-6,2 kcal/mol). O isdmero de maior estabilidade foi o ZZ.

Tabela 19 — Valores de energia de ligacao (kcal/mol) para as solu¢des de docking dos compostos
IJM e LIZ em seus isdmeros para IL17Ra.

Composto EE EZ ZE 77
IM-11 -6,4 27,2 7.3 -7,6
IM-13* 8,6 )
IM-14 -6,5 -6,3 -6,5 -6,9
IM-15 -6,7 -6,8 -7,8 -6,7
LIZ-311 7,4 7,1 -6,9 7,5
LIZ-321 -6,8 7,2 -6,2 273
LIZ-331 -6,3 -6,9 -6,8 7,1
LIZ-411 7,1 7,5 -7 7,4
LIZ-421 7,4 7,1 -7,6 -7,6
LIZ-431 -6,8 -6,7 -6,3 7.4
LIZ-511 -7,5 7,5 -7 7,2
LIZ-521 27,6 -7,6 -6,6 7.3
LIZ-531 6,7 7,4 -6,8 7,2

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
Legenda: *O composto JM-13 possui apenas os isdmeros E e Z, pois sua estrutura tem apenas uma dupla

ligagao.

Analisando as interacdes intermoleculares, foi possivel verificar que os residuos
LEU27, LEU86 ¢ THR129 fizeram contatos hidrofébicos com a maioria das solugdes. O
residuo TRP31 fez contatos hidrofobicos, pi- ou t-stacking com a maioria das solugdes.
O residuo ARG93 fez contatos hidrofobicos, catio-pi e ligagdes de hidrogénio com a
maioria das solugdes.

As interacdes do melhor ranqueado (JM-13-E) que se diferenciam do pior
ranqueado (LIZ-321-ZE) foram principalmente contatos hidrofobicos, além de JM-13-E
fazer uma interagdo cation-pi com o residuo ARG93. Ambos os isomeros fizeram pi-
stacking com o residuo TRP31. Na figura 25 ¢ possivel verificarmos o posicionamento

de JM-13-E na o sitio de ligagao ao IL17Ra.



104

Figura 25 — Interagdes intermoleculares entre JM-13-E e os residuos de aminoacidos do sitio de ligagéo
de IL17R.

HIS-144
\

Legenda: As interagdes entre o isdmero E do composto JM-13 (magenta) e os residuos de IL17R em que
os residuos que fazem contatos hidrofobicos estdo na cor verde, o residuo que faz pi-stacking esta em

laranja e o residuo que faz cation-pi esta em azul.

4.2 ESTUDOS IN VITRO

4.2.1 Atividade citotoxica

4.2.1.1 Esplendcitos

As células esplénicas de camundongos foram utilizadas para verificar a atividade

citotoxica dos compostos em células do sistema imune. A citotoxicidade variou de 54,5

uM (LIZ-431) a >213,5 uM (JM-11). A maioria dos compostos € menos toxica que a
droga de referéncia, exceto LIZ-431 (54,5 uM) e LIZ-311 (67,5 uM) (tabela 20).
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Tabela 20 — Atividade citotoxica (CCsoem pg/mL e uM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois

frente a esplenocitos murinos.

Compostos CCso (ug/mL) CCso (uM)
IM-11 >100 >213,5
IM-13 >100 >194,4
IM-14 >100 >209
IM-15 >100 >185

LIZ-311 38,5 67,5
LIZ-321 49,5 84,1
LIZ-331 >100 >166,5
LIZ-411 >100 >168,6
LIZ-421 49,6 81,2
LIZ-431 33,9 54,4
LIZ-511 50,7 83,2
LIZ-521 >100 >159,4
LIZ-531 59,5 93,1
Benzonidazol 17,7 68

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

No entanto, LIZ-311 apresentou atividade citotoxica extremamente semelhante ao
benzonidazol, o qual possui CCso de 68 pM. O composto menos toxico (JM-11) foi cerca
de 3,1 vezes menos toxico que a droga de referéncia.

Ao serem depositados na base de dados ProTox-II, os compostos IM-11, JM-14,
IM-15, L1Z-411 e LIZ-511 foram tidos como provavelmente atoxicos para células

imunes, o que se comprova experimentalmentecom todos tendo CCsp >80 uM.

4.2.1.2 1929

A célula de linhagem L1929 foi utilizada para verificar a atividade citotdéxica em
fibroblastos. Os compostos apresentaram citotoxicidades variadas frente a este tipo de
célula, sendo LIZ-331 o composto mais toxico (25,6 uM) e JM-11 o composto menos
toxico (tabela 21). Apenas quatro compostos tiveram atividade citotoxica menor que o
benzonidazol, foram eles: JIM-11 (>213,5 uM), IM-13 (194,4 uM), IM-14 (209 uM) e
JM-15 (185 uM).
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Tabela 21 — Atividade citotoxica (CCsoem pg/mL e uM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois

frente a fibroblastos (L929).

Compostos CCso (ug/mL) CCso (uM)
IM-11 >100 >213,5
IM-13 >100 >194 .4
IM-14 >100 >209
IM-15 >100 >185

LIZ-311 30,6 56,6
LIZ-321 43,8 74,4
LIZ-331 15,4 25,6
LIZ-411 34,6 58,4
LIZ-421 49,5 81
LIZ-431 48,6 78
LIZ-511 61,4 100,7
LIZ-521 22,7 36,2
LIZ-531 58,1 90,9
Benzonidazol 46,4 178,3

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.2.1.3 HepG2

A célula de linhagem HepG?2 foi utilizada para verificar a atividade citotoxica em
células hepdticas. A citotoxicidade para esse tipo celular variou entre 42,6 uM (LIZ-511)
e 235,1 uM (L1Z-331).

E possivel observar que todos os compostos possuem algum grau de toxicidade,
destacando-se o composto LIZ-331 como menos toxico, pois possui CCsode 235,1 uM

(tabela 22). Nenhum composto foi menos toxico que o benzonidazol.

Tabela 22 — Atividade citotoxica (CCsoem pg/mL e uM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois

frente a células hepaticas (HepG2).

Compostos CCso (ng/mL) CCso (M)
IM-11 35,9 76,6
IM-13 70,18 136,4
IM-14 27,11 56,7
IM-15 101 186,9

LIZ-311 65 113,9
LIZ-321 33,98 57,7
LIZ-331 141,2 235,1
L1Z-411 26,55 44,8
L1Z-421 37,99 62,2
L1Z-431 31,12 50
LI1Z-511 25,94 42,6
LIZ-521 38,31 61,1
LIZ-531 48,93 76,5
Benzonidazol 91,32 350,9

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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4.2.1.4 Raw 264.7

As células macrofagicas da linhagem Raw 264.7 foram utilizadas para verificar
se 0s compostos sao tdxicos para os macrofagos que sdo um subtipo das células imunes.
A citotoxicidade dos compostos frente a este tipo celular variou de 43 (LIZ-411) a>418,1

uM (JM-14) (tabela 23).

Tabela 23 — Atividade citotoxica (CCspem pg/mL e uM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois

frente a macréfagos (Raw 264.7).

Compostos CCso (ng/mL) CCso (uUM)
IM-11 110,9 236,8
JM-13 >200 >388.,8
IM-14 >200 >418,1
JM-15 88,5 163,8

L1Z-311 96,6 169,3
LIZ-321 70,2 119,3
L1Z-331 74,6 1242
L1Z-411 25,5 43
L1Z-421 57,2 96,6
L1Z-431 39,9 64,2
LIZ-511 32,4 53,2
LIZ-521 49,3 78,6
LIZ-531 100,3 156,9
Benzonidazol 32,2 123,8

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A maioria dos compostos testados foi menos toxica que a droga de referéncia, a
qual teve CCsode 123,8 pM. O composto menos toxico, JM-14, foi aproximadamente
trés vezes menos toxico que o benzonidazol.

4.2.2 Atividade tripanocida

Os compostos foram testados frente a epimastigotas, tripomastigotas e

amastigotas para verificar a atividade tripanocida.

4.2.2.1 Epimastigota

Com relacdo a atividade anti-epimastigotas, a maioria dos compostos nao

demonstrou atividade frente a esta forma evolutiva de 7. cruzi (tabela 24).
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Tabela 24 — Atividade tripanocida (ICso em pg/mL e pM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazdis

frente a epimastigotas de Trypanosoma cruzi (DM28).

Compostos ICso (ng/mL) ICso (M)
IM-11 17,2 36,7
IM-13 >100 >194 .4
IM-14 9,3 19,4
IM-15 >100 >185

LIZ-311 >100 >175,3
LIZ-321 38,7 65,8
LIZ-331 >100 >166,5
L1Z-411 >100 >168,7
LIZ-421 >100 >163,7
LIZ-431 >100 >160,5
LIZ-511 >100 >164,1
LIZ-521 >100 >159,4
LIZ-531 1,8 2,8
Benzonidazol 0,8 3,1

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O unico composto que demonstrou atividade anti-epimastigota menor do que a

droga de referéncia foi LIZ-531 (2,8 uM).

4.2.2.2 Tripomastigota

Além da atividade anti-epimastigota, também foi verificada a atividade anti-
tripomastigota, que ¢ a forma sanguinea circulante. Novamente, a maior parte dos
compostos ndo demonstrou possuir atividade melhor que a droga de referéncia frente a
esta forma evolutiva, com excegdo de LIZ-311 (ICsode 8,6 uM) que foi menor que a do

benzonidazol, o qual teve ICso de 14,6 uM (tabela 25).

Tabela 25 — Atividade tripanocida (ICso em pg/mL e pM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois

frente a tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y).

Compostos 1Cso (ug/mL) 1Cs0 (M)
JM-11 12,7 27,1
JM-13 35,6 69,2
JM-14 474 99,1
JM-15 23,8 44

LIZ-311 4.9 8,6
L1Z-321 49,5 84,1
LIZ-331 >100 >166,5
LIZ-411 499 84,2
LIZ-421 20,9 34,2
LIZ-431 19 30,5
L1Z-511 33,8 55,5
L1Z-521 37,5 59,8
L1Z-531 56,1 87,7
Benzonidazol 3,8 14,6

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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4.2.2.3 Amastigota

Os compostos foram testados frente as formas intracelulares obrigatorias de 7.
cruzi, amastigotas, para finalizar a anélise da atividade tripanocida.

Com excecdo de LIZ-331 (2 uM), a maioria dos compostos ndo demonstrou
possuir atividade frente a esta forma evolutiva (tabela 26). Este composto foi quase trés

vezes mais ativo pra essa forma evolutiva do que o benzonidazol (5,7 uM).

Tabela 26 — Atividade tripanocida (ICso em pg/mL e uM) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazois

frente a amastigota de Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuen).

Compostos ICso (ug/mL) 1Cso (uM)
JM-11 >20 >42.7
JM-13 >20 >389
JM-14 >20 >41,8
JM-15 >20 >37

LIZ-311 >20 >35,1
L1Z-321 >20 >34
L1Z-331 1,2 2
L1Z-411 >20 >33,7
LIZ-421 >20 >32.7
LIZ-431 >20 >32.1
LIZ-511 >20 >32.8
LIZ-521 >20 >31,9
L1Z-531 >20 >31,3
Benzonidazol 1,5 5,7

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.2.3 Indice de seletividade (ISe)

O indice de seletividade (ISe) foi feito para todas as formas evolutivas de 7. cruzi,
verificando-se o quanto os compostos foram ativos para os parasitos sem causar danos as
células normais. O ISe consiste na razao entre a CCso e a ICso. Quanto maior o ISe, mais
especifica para o parasito ¢ a atividade do composto. Para obten¢ao dos ISe foram
considerados os valores de citotoxicidade e atividade tripanocida em micromolar. Os
valores precedidos pelo simbolo “menor que” (<) sdo considerados valores relativos,
enquanto os ndo precedidos por esse simbolo sdo considerados como valores absolutos.
Quando a CCso ¢ menor do que a ICso, significa que o composto nao possui seletividade
para aquela forma evolutiva (NS).

Com relacdo a forma epimastigota de 7. cruzi, a maioria dos compostos nao

demonstrou seletividade. Ja o composto LIZ-531 foi mais seletivo para essa forma em
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comparag¢do aos quatro tipos celulares testados, com indices de seletividade chegando a

ser 50 vezes mais seletivo para o parasito que para células fibroblasticas (tabela 27).

Tabela 27 — Indices de seletividade (ISe) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazéis relativos a forma

epimastigota de Trypanosoma cruzi.

Compostos Esplendcito L929 HepG2 Raw 264.7
IM-11 <5,8 <5,8 4,5 6,5
IM-13 <1 <1 NS <2
IM-14 <10,8 <10,8 2,9 <21,6
IM-15 <1 <1 1 NS

LIZ-311 NS NS NS NS
LIZ-321 1,3 1,1 NS 1,8
LIZ-331 <1 NS <1,4 NS
LIZ-411 <1 NS NS NS
LIZ-421 NS NS NS NS
LIZ-431 NS NS NS NS
LIZ-511 NS NS NS NS
LIZ-521 <1 NS NS NS
LIZ-531 33,3 32,5 27,3 50
Benzonidazol 21,9 57,5 113,2 39,9

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: NS = Nao Seletivo.

Para a forma tripomastigota, as seletividades foram variadas; no entanto, o
composto que se mostrou mais seletivo foi LIZ-311, chegando a ser 19 vezes mais

seletivo para esta forma do que para os macrofagos (tabela 28).

Tabela 28 — Indices de seletividade (ISe) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazéis relativos a forma

tripomastigota de Trypanosoma cruzi.

Compostos Esplendcito L929 HepG2 Raw 264.7
IM-11 <7,9 <7,9 2,8 8,7
IM-13 <2,8 <2,8 2 <5,6
IM-14 <2,1 <2,1 NS <42
IM-15 <42 <42 43 3,7

LIZ-311 7,8 6,6 13,3 19,7
LIZ-321 1 NS NS 1,4
LIZ-331 <1 NS >1,4 NS
LIZ-411 g NS NS NS
<2
LIZ-421 2,4 2,4 1,8 2,8
LIZ-431 1,8 2,6 1,6 2,1
LIZ-511 1,5 1,8 NS NS
LIZ-521 <2,7 NS 1 1,3
LIZ-531 1,1 1 NS 1,8
Benzonidazol 4.7 12,2 24 8,5

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: NS = Nao Seletivo.
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Para a forma amastigota, LIZ-331 foi o tinico composto seletivo, sendo 117 vezes

mais seletivo para o parasito que para as c€lulas hepaticas (tabela 29).

Tabela 29 — Indices de seletividade (ISe) de novos compostos fenoxi-hidrazino-tiazéis relativos a forma

amastigota de Trypanosoma cruzi.

Compostos Esplendcito L929 Hepg2 Raw 264.7
IM-11 <5 >5 <1,8 5,5
IM-13 <5 >5 <3,5 <10
IM-14 <5 >5 <1,4 <10
IM-15 <5 >5 <5,1 4,4
LIZ-311 <1,9 1,6 <32 4,8
LIZ-321 <2,5 >2.2 <1,7 <3,5
LIZ-331 <83,3 12,8 117,6 62,1
LIZ-411 <5 >1,7 <1,3 <1,3
LIZ-421 <2,5 >2.5 <1,9 <3
LIZ-431 <1,7 >2.4 <1,6 <2
LIZ-511 <2,5 >3.1 <1,3 <1,6
LIZ-521 <5 >1,1 <1,9 <2,5
LIZ-531 <3 >2.9 <24 <5

Benzonidazol 11,9 31,3 61,6 21,7

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: NS = Nao Seletivo.

4.2.4 Atividade imunomoduladora

4.2.4.1 Dosagem de 6xido nitrico (ON)

Para avaliar a produ¢ao de ON por macréfagos nao-infectados, essas células foram
estimuladas com diferentes concentragdes dos compostos. A maioria dos compostos nao
induziu a producao de ON (dados ndo mostrados), com exce¢do de JM-14, LIZ-311, LIZ-
431 e LIZ-531.

Os compostos LIZ-311, LIZ-431 e LIZ-531 induziram a produg¢ao de ON apenas
na maior concentragdo de composto testada (200 ug/mL). Observando o grafico 8, ¢
possivel verificar que a inducdo efetuada por LIZ-531 (5 uM) foi duas vezes maior que a

promovida por LIZ-311 (2,5 uM), enquanto LIZ-431 produziu 4,1 uM de ON.
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Grafico 8 — Produgdo de 6xido nitrico apos estimulo de macrofagos com 200 pg/mL dos compostos LIZ-

311, L1Z-431 e L1Z-531.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Legenda: LPS = lipopolissacarideo, ST = Sem tratamento.

Com relagdao a indugdo de ON por JM-14, foi possivel verificar uma dose-
dependéncia apenas nas trés maiores concentragdes testadas (50, 100 e 200 pg/mL

(grafico 9). Devido a isso, essas sdo as concentragdes exibidas.

Grafico 9 — Produgéo de 6xido nitrico ap6s estimulo de macréfagos com o composto JM-14.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Legenda: ST = Sem tratamento (apenas células e meio de cultura).

Na maior concentracdo, houve uma forte produg¢do de ON, aproximadamente 20
uM, cerca de 22 vezes mais que o LPS (0,9 uM) e esse composto foi o maior indutor

testado.
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4.2.4.2 Dosagem de citocinas

Como apenas LIZ-311 e LIZ-331 terem atividade frente as formas evolutivas
presentes no hospedeiro mamifero (tripomastigotas e amastigotas, respectivamente), o
ensaio de dosagem de citocina foi conduzido apenas com essas moléculas. Apos serem
feitos os estimulos nas culturas dos esplenocitos com a ICsg para tripomastigotas (LIZ-
311) e para amastigotas (LIZ-331), foi feita a dosagem das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 nos sobrenadantes coletados em 24h, 48h, 72h e 6 dias.

A comparacgdo da producdo de citocinas pelo composto LIZ-311 foi realizada
considerando-se as ICso (1x, 2x e 4x) do benzonidazol frente a tripomastigotas. Para as
analises comparativas entre LI1Z-331 e a droga de referéncia, foram utilizadas as ICso (1x,
2x e 4x) do benzonidazol frente a amastigotas. Os valores de citocinas induzidos pelo
mitogeno ConA para cada tempo de cada citocina estdo descritos nas legendas dos
graficos.

Analisando a producdo de TNF-o, foi possivel observar que LIZ-311 e LIZ-331
induziram a producao dessa citocina (grafico 10). No tempo de 24h, as 3 concentragdes
de LIZ-311 testadas induziram de maneira significativa a producdo dessa citocina. A
partir de 48h, apenas 2x e 4x a ICso foram efetivas na indugdo. Acerca de LIZ-331, no
tempo de 48h, as concentragdes de 2x a ICso desse composto induziram a produgdo de
TNF-a. Por outro lado, no tempo de 6 dias foram as concentragdes de 1x e 4x ICso desse
composto que foram efetivas. Ou seja, nao houve homogeneidade na produgdo entre os

tempos.



Grafico 10 — Indugéo da produgdo da citocina TNF-a pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) 24h de incubagdo, (B) 48h de incubagdo, (C) 72h de incubagio, (D) 6 dias de incubagao;
BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relacdo ao basal; * = p< 0,05 em relacdo aos tratamentos com 1x,
2x, e 4x ICso do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplendcitos e meio de cultura); tripo =
ICsorelativa a forma evolutiva tripomastigota; ama = ICsp relativa a forma evolutiva amastigota. Valores
do ConA em cada tempo: 24h (51,06 pg/mL), 48h (131,27 pg/mL), 72h (495,32 pg/mL), 6 dias (469,97
pg/mL).

No que refere a producdo da citocina IFN-y, nos tempos de 24h, 48h e 6 dias,
apenas LIZ-311 (4x ICso) induziu de maneira significativa a producao dessa citocina,

tanto com relagdo ao basal, quanto aos tratamentos com o benzonidazol (grafico 11).
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Grafico 11 — Indugao da produgdo da citocina IFN-y pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) 24h de incubagdo, (B) 48h de incubagdo, (C) 72h de incubagdo, (D) 6 dias de incubagio;
BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relacdo ao basal; * = p< 0,05 em relag@o aos tratamentos com 1x,
2x, e 4x ICso do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplendcitos e meio de cultura); tripo =
ICso relativa a forma evolutiva tripomastigota; ama = ICso relativa a forma evolutiva amastigota. Valores
do ConA em cada tempo: 24h (29,45 pg/mL), 48h (244,18 pg/mL), 72h (743,97 pg/mL), 6 dias (636,52
pg/mL).

Apenas o composto LIZ-311 induziu a produgdo da citocina IL-2 nos tempos de
24h, 48h e 6 dias (grafico 12). No tempo de 24h, as concentragdes de 2x e 4x a ICso foram
efetivas, enquanto no tempo de 48h todas as concentragdes foram capazes de induzir a
producdo dessa citocina. Apos 6 dias de incubagdo, apenas a concentracdo de 4x a ICso

de L1Z-311 causou estimulo da producao de IL-2.
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Grafico 12 — Indugéo da produgéo da citocina IL-2 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) 24h de incubagdo, (B) 48h de incubagdo, (C) 72h de incubacgio, (D) 6 dias de incubagao;
BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relacdo ao basal; * = p< 0,05 em relacdo aos tratamentos com 1x,
2x, e 4x ICso do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplendcitos e meio de cultura); tripo =
ICsprelativa a forma evolutiva tripomastigota; ama = ICsp relativa a forma evolutiva amastigota. Valores

do ConA em cada tempo: 24h (40,3 pg/mL), 48h (101,18 pg/mL), 72h (18,42 pg/mL), 6 dias (0 pg/mL).

Apenas o composto LIZ-311 induziu a producdo de IL-4 (grafico 13). Houve
producdo dessa citocina nos tempos de 24h, 48h e 6 dias. Apos 24h de incubacio, as
concentragdes de 2x e 4x a ICso foram indutoras, enquanto apds 48h e 6 dias, apenas a

concentracao de 4x a ICso foi efetiva.



Grafico 13 — Indugéo da produgéo da citocina IL-4 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Legenda: (A) 24h de incubagdo, (B) 48h de incubacdo, (C) 72h de incubagao, (D) 6 dias de incubagio;

BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relago ao basal; * = p< 0,05 em relagdo aos tratamentos com 1x,

2x, ¢ 4x ICso do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplenocitos e meio de cultura); tripo =

ICso relativa a forma evolutiva tripomastigota; ama = ICso relativa a forma evolutiva amastigota. Valores

do ConA em cada tempo: 24h (1,6 pg/mL), 48h (22,33 pg/mL), 72h (64,38 pg/mL), 6 dias (0,11 pg/mL).

Houve produg¢do da citocina IL-6 tanto por LIZ-311 quanto por LIZ-331 (grafico

14). O composto LIZ-311 induziu nos tempos de 24h, 48h e 6 dias, enquanto LIZ-331

induziu nos tempos de 48h e 6 dias. Com relagdo a indugdo promovida por LIZ-331: apds

24h de incubagao, apenas 4x ICso estimulou a produgdo, apos 48h todas as concentragdes

foram efetivas e apds 6 dias 2x e 4x a ICso foram efetivas. Com relagdo a indugao

promovida por LIZ-331: decorridas 48h de incubagdo, a concentracao de 2x ICso foi

efetiva, enquanto apos 6 dias foi a concentragao de 1x a ICso.
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Grafico 14 — Indugéo da produgéo da citocina IL-6 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) 24h de incubagio, (B) 48h de incubagdo, (C) 72h de incubagdo, (D) 6 dias de incubagio;
BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relacdo ao basal; * = p< 0,05 em relagdo aos tratamentos com 1x,
2x, e 4x ICsp do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplendcitos e meio de cultura); tripo =
ICsorelativa a forma evolutiva tripomastigota; ama = ICs relativa a forma evolutiva amastigota. Valores

do ConA em cada tempo: 24h (1,36 pg/mL), 48h (9,53 pg/mL), 72h (33,52 pg/mL), 6 dias (67,79 pg/mL).

No gréfico 15 € possivel observar que o composto LIZ-311 foi o unico indutor da

citocina IL-10 nas concentragdes de 2x e 4x a ICso € nos tempos testados, exceto em 72h.
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Grafico 15 — Indugao da produgdo da citocina IL-10 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) 24h de incubagdo, (B) 48h de incubagido, (C) 72h de incubagio, (D) 6 dias de incubagao;
BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relacdo ao basal; * = p< 0,05 em relacdo aos tratamentos com 1x,
2x, e 4x ICso do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplendcitos e meio de cultura); tripo =
ICsprelativa a forma evolutiva tripomastigota; ama = ICsp relativa a forma evolutiva amastigota. Valores

do ConA em cada tempo: 24h (0 pg/mL), 48h (0 pg/mL), 72h (35,21 pg/mL), 6 dias (13,39 pg/mL).

O composto LIZ-311 foi o tnico indutor da citocina IL-17 (grafico 16). Houve
inducdo da producao dessa citocina nos tempos testados, exceto em 72h. Apos 24h e apds
6 dias de incubacdo, apenas 4x a ICso desse composto foi capaz de induzir producao.

Acerca do tempo de 48h, tanto 2x quanto 4x a ICso foram concentracdes efetivas.
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Grafico 16 — Indugao da produgdo da citocina IL-17 pelos compostos LIZ-311 e LIZ-331.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) 24h de incubagdo, (B) 48h de incubagdo, (C) 72h de incubacgio, (D) 6 dias de incubagao;
BZN = benzonidazol; * = p< 0,05 em relacdo ao basal; * = p< 0,05 em relag@o aos tratamentos com 1x,
2x, e 4x ICso do BZN; basal = controle sem tratamento (apenas esplendcitos e meio de cultura); tripo =
ICsorelativa a forma evolutiva tripomastigota; ama = ICsp relativa a forma evolutiva amastigota. Valores

do ConA em cada tempo: 24h (0 pg/mL), 48h (0,15 pg/mL), 72h (29,00 pg/mL), 6 dias (563,67 pg/mL).

4.2.5 Analise de morte celular

4.2.5.1 Anexina V ¢ 7-AAD

As formas tripomastigotas foram tratados com 1x e 2x a ICso dos compostos e
marcados com anexina-V (AV) e 7-AAD para avaliar qual tipo de morte celular os
compostos induziam. Anexina-V ¢ lido no canal FL1-H do citdmetro de fluxo e 7-AAD,
no canal FL3-H. Como o composto LIZ-311 foi o unico que demonstrou ICso menor que
o benzonidazol, sendo o tUnico a ser testado para andlise de morte celular para

tripomastigota.
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Foram considerados parasitos em morte por apoptose inicial aqueles marcados
pela anexina-V (AV) apenas. A AV se liga a fosfatidilserina da membrana das células,
que quando estdo em apoptose, expoem essa fosfatidilserina para o meio externo.
Enquanto que células em necrose estdo bastante danificadas e um dos fenomenos ¢ a
maior exposi¢ao nuclear ao meio externo, fazendo com que o marcador 7-AAD possa se
ligar a essas células. Consequentemente, células marcadas pelo 7-AAD foram
consideradas em necrose. J& células duplamente marcadas com AV e 7-AAD podem ser
consideradas tanto em apoptose tardia como em necrose. Aqui, essa dupla marcacao foi
considerada como apoptose tardia.

ApoOs o tratamento dos tripomastigotas com 1x a ICsodo composto LIZ-311, foi
possivel verificar a inducao dos trés tipos de morte celular em comparagdo ao controle
ndo tratado (17%), onde também pode ser visualizada as porcentagens de parasitos
marcados.

No entanto, apenas a indug¢do de apoptose inicial e tardia foi estatisticamente
diferente do controle sem tratamento (p<0,05). Ou seja, ndo houve indugdo de necrose
nesse tratamento e houve maior porcentagem de parasitos marcados para apoptose inicial
(5,99%).

No tratamento com 2x a ICso, houve indu¢do de apoptose inicial e tardia com
diferenga estatistica em relagdo ao controle sem tratamento (p<0,05). Além disso, houve
uma diminui¢do da porcentagem de parasitos marcados para necrose (p<0,05). Da mesma
maneira que o tratamento com 1x a ICso, a maior porcentagem de parasitos marcados foi
para apoptose inicial (4,05%).

Também foi feito o tratamento dos tripomastigotas com o 1x e 2x a ICso do
benzonidazol para esta forma evolutiva (grafico 17). Em ambos os tratamentos, houve
inducdo dos trés tipos de morte celular com diferenga estatisticamente significativa para
o controle ndo tratado (p<0,05). Quando tratado com 2x a ICso, a porcentagem de
parasitos marcados para apoptose, tanto tardia quanto inicial, teve um aumento de cinco
vezes para apoptose tardia e de trés vezes para apoptose inicial.

Nao houve diferenga estatistica para a necrose entre o composto LIZ-311 e o
benzonidazol, tanto no tratamento com 1x quanto com 2x a ICso. Ou seja, ambos
induziram esse tipo de morte celular de maneira equivalente. J4 para apoptose inicial,
houve diferenca (p<0,05) entre LIZ-311 e o benzonidazol em ambos os tratamentos, com
o benzonidazol induzindo mais esse tipo de morte celular (graficos 17D e E). Para

apoptose tardia, houve diferenga (p<0,05) apenas no tratamento com 2x a ICso, tendo o
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benzonidazol induzido quase oito vezes mais esse tipo de morte. No tratamento com 1x

a ICso, a indugao desse tipo de morte celular foi igual entre ambos (LIZ-311 e a droga de

referéncia).

Grafico 17 — Dot plots do perfil de morte celular (Anexina-V/lodeto de propidio) avaliado por citometria

de fluxo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Legenda: (A) Controle sem tratamento, (B) tratamento com 1x a ICsodo composto LIZ-311, (C)

tratamento com 2x a ICso do composto L1Z-311, (D) tratamento com 1x a ICso do Benzonidazol, (E)

tratamento com 2x a ICso do Benzonidazol. A AV ¢ lida no canal FL1-H enquanto o 7AAD ¢ lido em

FL3-H.
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4.2.5.2 Calceina’homodimero de etidio

Este ensaio teve como objetivo esclarecer se os parasitos duplamente negativos
para AV/PI estavam, de fato, vivos. Ele é composto por dois marcadores: a calceina (Cal)
e 0 homodimero de etidio (EthD). O primeiro ¢ lido no canal FL1-H e o segundo no canal
FL3-H. As células marcadas com o a calceina sdo consideradas vivas, pois indica que a
fungdo esterase celular estd em atividade. As células marcadas com o EthD sao
consideradas mortas, pois esse ¢ um marcador que so atravessa membranas celulares nao-
integras. As células duplamente marcadas estdo em processo de morte celular.

No tratamento com LIZ-311, houve um aumento dose-dependente dos parasitos
EthD+, onde a porcentagem de parasitos marcados foi 2,46 vezes maior no tratamento

com 2x a ICso (grafico 18).

Grafico 18 — Dot plots do perfil de morte celular (Calceina/homodimero de etidio) avaliado por citometria

de fluxo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: (A) Controle sem tratamento, (B) tratamento com 1x a ICso do composto L1Z-311, (C)
tratamento com 2x a ICsp do composto LIZ-311, (D) tratamento com 1x a ICso do Benzonidazol, (E)
tratamento com 2x a ICsyp do Benzonidazol. A calceina ¢ lida no canal FL1-H enquanto o homodimero de

etidio é lido em FL3-H.

Como no ensaio de marca¢ao com AV/PI, excluindo-se os parasitos vivos (Cal+),
a populacdo com maior porcentagem de marcacdo pra todos os tratamentos foi a
duplamente marcada. No tratamento com o benzonidazol, houve uma redugdo dose-
dependente dos parasitos duplamente positivos (em processo de morte celular) e
praticamente ndo houve altera¢do nos parasitos marcados com o homodimero de etidio
(EthD+) entre as duas concentragdes testadas (grafico 18).

Em comparagdo ao ensaio com AV/PIL, houve uma reducido na porcentagem de

parasitos vivos, tanto em relagdo aos tratamentos, quanto aos controles.

4.2.5.3 Laranja de acridina e rodamina

A marcagdo dos tripomastigotas com laranja de acridina e rodamina também foi
feita para melhor compreender o mecanismo de morte celular induzido pelos compostos.
O primeiro ¢ um marcador de compartimentos acidos, enquanto que o segundo ¢ um
marcador de potencial de membrana mitocondrial. Sendo assim, alteragdes da
fluorescéncia desses dois marcadores indicam alteracdes em seus respectivos
compartimentos.

No histograma de sobreposi¢ao para este marcador (grafico 19) é possivel ver a
variagdo na fluorescéncia nos tratamentos com LIZ-311 (verde escuro e laranja) e
benzonidazol (azul e verde claro) em relacdo ao controle sem tratamento (vermelho).
Como o composto LIZ-311 foi o tinico que demonstrou ICsp menor que o benzonidazol,

ele foi o Unico a ser testado para andlise de morte celular para tripomastigota.
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Grafico 19 — Histograma de sobreposi¢do (laranja de acridina) da avaliagdo por citometria de fluxo do

tratamento com LIZ-311 e benzonidazol.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Legenda: O tratamento com 1x a ICso do benzonidazol (BZN) est4 representado em azul, enquanto o
tratamento com 2x a ICsg esta representado em verde claro. A linha em vermelho é referente ao controle
sem tratamento marcado com laranja de acridina (ST). Em verde escuro esta o tratamento com 1x a ICsg

do composto LIZ-311 e em laranja estd o tratamento com 2x a ICso desse composto. A rodamina ¢ lida no

canal FL1-H enquanto a laranja de acridina ¢ lida em FL3-H.

ApOs o tratamento dos tripomastigotas com 1x e 2x a ICsodo composto LIZ-311
para essa forma evolutiva e da marcacao dos parasitos com laranja de acridina, os indices
de variagao da fluorescéncia (IV) foram respectivamente +0,1 e -0,2. Ou seja, com o
aumento da concentracao, hd uma diminui¢do dos compartimentos acidos. Esse resultado
estd alinhado tanto com o controle positivo (saponina a 0,1%) em que o IV foi de -0,6,
quanto com o tratamento com o benzonidazol, onde os IV para os tratamentos com 1x e
2x a ICso foram -0,4 € -0,6.

Com relagdo a marcagdo com rodamina, no histograma de sobreposicao para este
marcador (grafico 20) € possivel ver a discreta variagao da fluorescéncia nos tratamentos
com LIZ-311 (azul claro e verde) e benzonidazol (preto e roxo) em relagdo ao controle

sem tratamento (vermelho), além da semelhanca de variag@o entre os tratamentos.
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Grafico 20 — Histograma de sobreposi¢do (rodamina) da avaliagdo por citometria de fluxo do tratamento

com LIZ-311 e benzonidazol.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: O tratamento com 1x a ICso do benzonidazol (BZN) esta representado em preto, enquanto o
tratamento com 2x a ICsg esta representado em roxo. A linha em vermelho € referente ao controle sem
tratamento marcado com rodamina (ST). Em azul claro esta o tratamento com 1x a ICso do composto
LIZ-311 e em verde esta o tratamento com 2x a ICso desse composto. A rodamina € lida no canal FL1-H

enquanto a laranja de acridina ¢ lida em FL3-H.

O IV do tratamento com 1x a ICsode LIZ-311 foi de -0,2 ¢ do tratamento com 2x
a ICso foi de -0,3, ou seja, houve uma discreta diminui¢do com o aumento da
concentracao. O contrario ocorreu no tratamento com o benzonidazol, onde o IV de 1x a
ICso foi de -0,4 e aumentou discretamente para 0,3 no tratamento com 2x a ICso. No
entanto, os IVs dos tratamentos com LIZ-311 e com o benzonidazol foram bastante

semelhantes.
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5 DISCUSSAO

Os compostos testados no presente trabalho foram desenhados tendo como alvo
uma cisteino-protease de 7. cruzi, a cruzaina, a qual ¢ um alvo validado para os estudos
de novos compostos para a doenga de Chagas (ALVAREZ; NIEMIROWICZ;
CAZZULO, 2012; CAZZULO, 2002). O principal modo de agdo dos compostos que
inibem as cisteino-proteases ¢ pela interrup¢ao da producdo das enzimas e do transporte
delas para lisossomos, pois elas sdo enzimas lisossomais (APT, 2010).

Inicialmente, os compostos foram testados para essa enzima; no entanto, nao
houve grande diferenga de score entre os compostos com maior € menor ranqueamentos,
0 que nos encorajou a realizar os estudos in silico dos compostos em outros importantes
alvos de T. cruzi descritos na literatura, como esqualeno sintase, 14-alfa demetilase e
tripanotiona redutase (LINARES, 2018; SCARIM et al., 2018;). Do ponto de vista in
silico, os compostos demonstraram uma maior afinidade (scores) pelas enzimas
esqualeno sintase e 14-alfa demetilase. Com relagdo a 14-alfa demetilase, os compostos
interagiram com o grupo Heme dessa enzima, o que ¢ descrito na literatura como um
importante passo na estabilizagao dos compostos na estrutura das enzimas (LEPESHEV A
et al., 2010).

Adicionalmente, foram utilizadas bases de dados bem descritas na literatura para
se buscar alvos preditos, tanto de toxicidade quanto de atividade tripanocida. Ao buscar
por possiveis alvos para 7. cruzi, o unico alvo desse parasito indicado para os compostos
foi a cruzaina. Quando as moléculas foram examinadas na base de dados ProTox-II, um
possivel alvo foi apontado: a enzima MAOA humana.

As enzimas monoamina oxidase humanas (MAOQ) sao envolvidas no metabolismo
de diferentes xenobiodticos, mais especificamente metabolizando aminas em aldeidos
(FOTI; DALVIE, 2016). Ha duas enzimas que fazem parte dessa familia, MAOA e a
MAOB, as quais se diferem pelos substratos preferenciais e inibidores (YOUDIM;
EDMONDSON; TIPTON, 2006). Devido a isso, ndo ¢ interessante que esses compostos
inibam fortemente essas enzimas, pois isso pode levar a uma menor depuracao dos
mesmos. Quando os compostos foram submetidos a base de dados SEA, essas mesmas
enzimas apareceram como possiveis alvos entre os melhores ranqueados. Isso nos
encorajou a prosseguir com o docking dos compostos frente a essas enzimas, utilizando

as abordagens in silico para avaliar a capacidade que os compostos t€ém de inibir essa
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enzima.

Ao analisar os resultados de docking para essas enzimas foi possivel observar que
o composto JM-13 (isobmero Z) foi o quinto ranqueado para MAOA e os seus dois
isomeros foram os 2 primeiros ranqueados para MAOB, corroborando com os achados
nas bases de dados. Apesar disso, esses compostos nao foram toxicos nas células testadas,
sugerindo que pode haver outras caracteristicas que influenciem na toxicidade dos
mesmos.

Além de estarem envolvidas no metabolismo de xenobidticos, essas enzimas sao
implicadas no metabolismo de neurotransmissores como adrenalina, noradrenalina e
dopamina, estando relacionadas com doengas do sistema nervoso central (YOUDIM,
2018). Com isso, sugerimos que os compostos da série JM sejam investigados
futuramente com relacdo a atividade em doengas neurodegenerativas.

Adicionalmente, o docking molecular foi utilizado para avaliar a interagao das
moléculas com alvos do sistema imune. Esta abordagem vem sendo utilizada na literatura
para investigar o potencial imunomodulador de moléculas testadas contra cancer, asma,
anti-inflamatorias, entre outras (ALAM; KHAN, 2018; JOHNSON et al., 2020;
NAKAMURA et al., 2017). As moléculas testadas no presente trabalho demonstraram
maior afinidade geral pelos alvos da resposta imune inata (TLR2 e TLR4), enquanto para
os alvos da resposta imune adaptativa (receptores de citocinas) as afinidades foram
semelhantes entre si. Os compostos da série JM, em especial JM-13, demostraram ter
potencial imunomodulador in silico. E valido frisar que o composto JM-13 foi o melhor
ranqueado para 7 dos 9 alvos do sistema imune testados e, para os 9 alvos testados, os
compostos dessa série estavam sempre entre os 10 melhores ranqueados.

Destaca-se que, classicamente, TNF-a e IFN-y estdo envolvidos na produgdo de
ON, principalmente por macréfagos (MUNOZ-FERNANDEZ; FERNANDEZ;
FRESNO, 1992). O composto LIZ-311 esteve entre os 10 melhores ranqueados para
TNFR e IFNGR e os compostos LIZ-431 e JM-14 entre os 10 melhores ranqueados para
IFNGR, além de terem induzido in vitro a producdo de ON. O composto LIZ-531, que
também induziu a produgdo in vitro de ON, teve uma diferenga de apenas 0,8 kcal/mol
para o melhor ranqueado tanto no docking com TNFR quanto IFNGR.

Parametros de farmacocinética e farmacodindmica sdo extremamente importantes
dentro da cadeia farmacéutica para a descoberta de novos fairmacos (PELLEGATTI,
2012). A predicao in silico de parametros de ADME e toxicidade tem se mostrado de

grande importancia e seu uso na pesquisa vem sendo cada vez mais encorajado
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(ALQAHTANI, 2017). Utilizando a ferramenta SwissADME, foi possivel verificar que
no geral os compostos sao pouco hidrossoluveis e mais lipossolaveis, o que pode diminuir
a biodisponibilidade oral dos mesmos (NEWBY; FREITAS; GHAFOURIAN, 2015).
Isso fica mais claro ao ser observado a possibilidade dos compostos em serem absorvidos
pelo trato gastrointestinal em que a maioria foi classificada tendo baixa chances de
absorg¢ao por essa via.

Estas caracteristicas de Dbiodisponibilidade preditas nao representam,
necessariamente, um impedimento tecnoldgico para continuar os estudos com estas
moléculas. A tecnologia farmacéutica tem a disposi¢do recursos sofisticados para
sobrepujar problemas de baixa biodisponibilidade (LIU et al., 2016). Uma dessas
tecnologias de sistemas de drug delivery ¢ o uso de carreadores, como nanoparticulas,
nanovesiculas e a ciclodextrina (oligossacarideo), os quais tem sido testados para a
utilizagdo no tratamento da doenca de Chagas (ARRUA et al., 2019; LEONARDI;
BOMBARDIERE; SALOMON, 2013; QUEZADA et al., 2019). Além dessas, outras
abordagens também tém sido investigadas, como o uso de lipossomas, emulsdes, auto-
emulsdes, micro-emulsdes, microparticulas, sistemas liquidos entre outros (FERRAZ et
al., 2018; GUPTA; KESARLA; OMRI, 2013; MAZZETI et al., 2020).

Outra caracteristica importante a ser investigada ¢ a capacidade de um composto
em transpassar a barreira hematoencefilica. Nenhum composto demonstrou
predisposicdo in silico para atravessa-la. Como a doenga de Chagas ndo tem implicagdo
direta em problemas do sistema nervoso central, ¢ interessante que essas moléculas ndo a
atravessem (UPADHYAY, 2014).

Além destas, também foi avaliada a ligacdo a glicoproteina P (P-gP). A P-gP ¢
uma proteina de transporte que se localiza na membrana plasmatica de diferentes células,
principalmente naquelas envolvidas em eliminacdo de substancias (BRINKMANN;
EICHELBAUM, 2001). A interacao dos compostos com essa proteina pode levar tanto a
sua absor¢do, quanto a uma maior predisposi¢do a interacdo droga-droga (LUND;
PETERSEN; DALHOFF, 2017). A maioria dos compostos pode ser um substrato para
essa proteina de transporte. Outras proteinas sao envolvidas na depuragao de farmacos,
sdo elas as proteinas da superfamilia do citocromo P450 (CYP), as quais possuem um
grupamento Heme ligado a apoproteina por uma cisteina (URLACHER; GIRHARD,
2019). Inibir essas proteinas pode levar a interagdes medicamentosas, bem como ao
acimulo de medicamentos e/ou de seus metabdlitos (GUENGERICH, 2008). Grande

parte dos compostos testados ndo inibe as proteinas dessa familia (com exce¢do da enzima
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CYP3A4).

O druglikeness ¢ um conceito que compara propriedades de moléculas (candidatos
a farmacos) em desenvolvimento com farmacos que ja foram aprovadas (MIGNANI et
al., 2018). Existem diferentes regras que podem indicar que um composto possui bom
druglikeness, como por exemplo as regras de Lipinksi, Ghose, Vebber, Egan ¢ Muegge.
Se um composto viola alguns critérios destas regras, ele pode ter um menor potencial para
ser implementado no mercado. Os compostos testados no presente projeto violaram de
maneira variavel alguns critérios destas regras previamente citadas.

Outro fator recentemente introduzido nesse contexto ¢ o score de
biodisponibilidade (SB). O SB ¢ formulado como a probabilidade de um composto ter
biodisponibilidade maior que 10% em ratos ou permeabilidade possivel de ser mensurada
em células Caco-2, levando em consideragdo fatores como por exemplo, a area de
superficie polar das moléculas e a regra do cinco de Lipinski (MARTIN, 2005). A partir
disso, ¢ calculado o SB em que compostos que possuem score de 0,55 t€m caracteristicas
de druglikeness ¢ 0,17 ndo tém essas caracteristicas. Apenas dois compostos obtiveram
SB de 0,55, ou seja, possuem caracteristicas compativeis com druglikeness segundo esse
indice, que foram JM-11 e JM-14.

Diferentes ensaios tanto in silico, in vitro quanto in vivo sao necessarios para se
chegar a um efetivo tratamento medicamentoso. A toxicidade ¢ um importante ponto a
ser investigados nesse processo (PARASURAMAN, 2011), pois ajuda na predigcdo de
possiveis efeitos adversos que um determinado composto pode vir a causar (AROME;
CHINEDU, 2013). Além disso, ¢ considerada um ponto-chave na continuidade dos
estudos pré-clinicos (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012). Com isso, ¢
importante testar o efeito dos compostos em diferentes células e em diferentes etapas do
seu metabolismo, para ter uma visdo mais ampla de sua agdo frente aos diferentes tipos
celulares.

Em nosso trabalho, optamos por testar a citotoxicidade frente a células do sistema
imune como macréfagos e esplendcitos, pois um de nossos objetivos foi analisar a
atividade imunomoduladora nessas cé¢lulas. Portanto, os compostos ndo deveriam ser
toxicos frente a essas células. Ja4 os fibroblastos sdo as células mais encontradas no
coragdo, um dos principais 0rgaos afetados pela doenga, bem como sdo umas das células
afetadas pela infeccdo por 7. cruzi (BAUDINO et al., 2006; GUIMARAES-PINTO et al.,
2018). Além disso, os fibroblastos sao as células utilizadas para os ensaios in vitro com

as formas amastigotas, fazendo-se necessario verificar se 0os compostos nao estao sendo
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toxicos para elas, o que influenciaria no resultado da atividade anti-amastigota. As células
hepaticas sdo essenciais no metabolismo de xenobidticos e a testagem in vitro de
toxicidade frente a esse tipo celular vem cada vez mais sendo encorajado (SOLDATOW
et al., 2013).

Frente a hepatocitos, nenhum composto foi menos toxico que a droga de
referéncia. Dentre os outros 3 diferentes tipos celulares testados, a maioria dos compostos
demonstrou ser menos toxica que a droga de referéncia. Frente a esplenocitos e
fibroblastos, a droga menos toxica foi JM-11, ja frente a macrofagos foi IM-14. A unica
diferenga estrutural entre esses dois compostos ¢ a presenga de dois dtomos de cloro como
substituintes em JM-11. O JM-14 possui apenas um atomo de bromo como substituinte
no primeiro anel benzénico. Além disso, foi observado que as moléculas preditas como
atoxicas para células imunes pela base de dados ProTox-II, de fato foram atoxicas nos
testes in vitro de citotoxicidade frente a esplendcitos.

Estes mesmos compostos apresentaram também uma predi¢do in silico de alta
absorcao pelo TGI, sem atravessar a BHE, além de score de biodisponibilidade (SB)
compativel com druglikeness. Esse conjunto de fatores indicam boas caracteristicas de
druglikeness. Vale salientar que a maioria dos compostos demonstrou valores de
citotoxicidade bem variados entre os tipos celulares. Fica clara a importancia de se testar
o efeito dos compostos em diferentes células e em diferentes etapas do seu metabolismo,
para ter uma visdo mais ampla de sua acdo frente aos diferentes tipos celulares.

Além da atividade citotdxica, € importante que se investigue a acdo dos compostos
frente as formas evolutivas de 7. cruzi, pois espera-se que os compostos sejam mais ativos
que a droga de referéncia (BUSTAMANTE; TARLETON, 2011). O composto LIZ-531
apresentou melhor ICso que a droga de referéncia frente a epimastigotas. Ja para
tripomastigotas, LIZ-311 demonstrou melhor atividade e, para amastigotas, LIZ-331.

A Ttnica diferenca estrutural entre LIZ-311 e LIZ-331 ¢ que o ultimo possui um
grupamento metoxi ligado ao ultimo anel benzénico da estrutura do composto. Ja LIZ-
531 possui dois a&tomos de cloro no primeiro anel benzénico. Para que um composto seja
ativo para amastigotas ¢ importante que ele atravesse a barreira da célula que esta
infectada e posteriormente a barreira da membrana do amastigota. Brand e colaboradores
(2017) observaram que compostos com maior nimero de grupamentos metoxi possuiam
melhor atividade tripanocida. O mesmo ocorreu com derivados 1,3-tiazéis testados por
Gomes e colaboradores (2016), em que foi visto melhora na atividade tripanocida no

composto que possuia um grupamento metoxi em C4. Além disso, compostos derivados
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da amidina testados contra Leishmania amazonensis aumentaram a sua atividade anti-
amastigota quando possuiam esse grupamento como substituinte (TEMPORAL et al.,
2005).

Como ¢ possivel notar pelos dados de lipofilicidade, o grupamento metoxi
aumentou a lipofilicidade conferida a LIZ-331 em comparacdo a LIZ-311, o que pode
auxiliar na sua a¢do anti-amastigota. Dos trés melhores compostos para cada forma
evolutiva, o composto LIZ-331 foi o que demonstrou melhor seletividade para o parasito
em relagdo aos trés tipos celulares testados.

Estudos demonstrando a importancia do entendimento de como um composto
interage com o sistema imune nos estudos para a doenca de Chagas tém sido descritos
(BRAZAO et al., 2015). Nesse trabalho, buscamos entender como 0s compostos
influenciam na produgdo de diferentes citocinas importantes no curso da doenga de
Chagas. O equilibrio entre os perfis Thl e Th2 é importante na imunopatogénese da
doenca de Chagas, sendo as citocinas do perfil Thl consideradas protetoras e as do perfil
Th2 sendo consideradas de suscetibilidade a doenca de Chagas (GUEDES et al., 2009;
KUMAR; TARLETON, 2001).

Enquanto a molécula LIZ-311 induziu de maneira significativa tanto citocinas
pro-inflamatorias (TNF-a, IFN-y, IL-2) quanto citocinas anti-inflamatorias/regulatérias
(IL-4, IL-10 e IL-17), LIZ-331 induziu apenas citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-
6).

A citocina TNF-a, importante citocina do perfil Thl, junto com IL-12 e IFN-y,
leva a ativagdo da enzima iNOS na infecgdo inicial por 7. cruzi com o objetivo de
aumentar a producao de ON e controlar o parasitismo (MICHAILOWSKY et al., 2001).
Corroborando com os resultados de dosagem de citocinas, o composto LIZ-311 também
foi capaz de induzir a produgdo de ON. A depender da quantidade de IL-2 no
microambiente, essa citocina tanto pode participar da ativagdo e diferenciacdo de
linfécitos T CD8+ e células NK (LIAO; LIN; LEONARD, 2013), quanto atuar regulando
positivamente a proliferacdo de linfécitos T regulatorios FoxP3+ (KOSMACZEWSKA,
2014). Esse papel dual demonstra a importancia dessa citocina em um novo tratamento
para a doencga de Chagas (MENGEL; CARDILLO, PONTES-DE-CARVALHO, 2016).

E importante que um novo composto para a doenga de Chagas possa induzir, além
das moléculas pro-inflamatdrias (para combater o parasito), as moléculas regulatdrias
para que nao haja exacerbagao da resposta imune. Isso porque ja se sabe que a resposta

imune pro-inflamatoria exacerbada leva a maiores comprometimentos organicos na



133

doenga de Chagas (FRADE-BARROS et al., 2020; NATALE et al., 2018).

A citocina IL-10 inibe a ativagdo de ERK1/2 e NF-kB, levando a diminui¢ao de
TNF-a e IL-6 em cardiomiocitos infectados por 7. cruzi (HOVSEPIAN et al., 2013).
Aliado a isso, o eixo IL-10/STAT3/SOCS3 esta envolvido na atividade anti-inflamatoria
do benzonidazol e ¢ de extrema importancia para sua atividade imunomoduladora
(CEVEY et al., 2019). Um estudo conduzido por Jones e colaboradores (2018) verificou
que a associacdo do benzonidazol com uma proteina de vacina recombinante (Tc24-C4)
induziu uma resposta imune balanceada, pois levou ao aumento de produgdo de IFN-y
concomitantemente a producao de IL-4 e IL-10. Além disso, um estudo recente utilizando
essa mesma estratégia de tratamento verificou que houve induc¢do da resposta imune
semelhante a Th17, com producdo aumentada de IL-17A, IL-23 e IL-22, redugdo de
inflamagdo cardiaca, fibrose e cargas parasitarias, além de melhorar a sobrevida dos
animais (CRUZ-CHAN et al., 2021).

E dentro desse contexto do equilibrio de citocinas do perfil T auxiliar que esta
inserido o perfil Th17. A citocina IL-17 tem importante participacdo no combate a
infecgdes, pois age recrutando e ativando neutrofilos, além de estimular a producao de
mediadores inflamatérios como CXCL1, CXCL2 e G-CSF (GU; WU; LI, 2013;
KUWABARA et al., 2017). Na fase aguda da doenga de Chagas experimental, estudos
demonstram que a IL-17 ajuda no combate a 7. cruzi. Camundongos C57BL/6 deficientes
na produgdo dessa citocina e infectados com 7. cruzi possuiram menor indice de
sobrevivéncia, maior parasitemia e faléncia multipla de 6rgaos, além de menor producao
das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-6 em comparacao ao controle selvagem (MIYAZAKI et
al., 2010). Ja na fase cronica, estudos recentes vém demonstrando que essa citocina pode
ser um fator protetor para o miocardio de pacientes com a doenca de Chagas na fase
cronica (SOUSA et al., 2017).

Com isso, fica clara a importancia de um composto produzir de maneira
equilibrada tanto citocinas pro-inflamatérias, quanto citocinas regulatorias para que leve
a um melhor desfecho terapéutico na doenga de Chagas, como foi o caso de LIZ-331.

A morte celular induzida pelo composto ¢ um importante fator que deve ser
investigado (ADADE et al., 2013; KEPP et al., 2011; MENNA-BARRETO et al., 2009).
O termo “morte celular programada” (MCP) foi sugerido em 1964 ¢ indica uma série de
etapas que regem a morte celular ndo-acidental sem que haja inflamagdo (LOCKSHIN;
WILLIAMS, 1965). Uma dessas mortes celulares ¢ a apoptose. Apesar de em

tripanossomatideos a MCP ainda nao ser totalmente elucidada, sabe-se que os sinais de
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apoptose sdo semelhantes aos encontrados em células de mamiferos, como externalizacao
de fostatidilserina e condensacao e fragmentagao anormal do DNA (DEBRABANT et al.,
2003; DUSZENKO et al., 2006). Além disso, sabe-se que diferentes proteinas do parasito
estdo envolvidas no processo de apoptose, sendo elas associadas ao ciclo celular,
proliferacdo e divisdo celular, replicacdo de DNA entre outras (SMIRLIS et al., 2010).

E interessante que os compostos induzam apoptose, pois é um tipo de morte
celular que leva a um menor processo inflamatorio associado principalmente por ndo
haver extravasamento intersticial de material intracelular, além das células que estdo
nesse processo de morte serem eliminadas rapidamente pelo sistema imune
(DEBRABANT et al., 2003; ELMORE, 2007).

Foi investigado qual tipo de morte celular ¢ induzido em tripomastigotas. O
composto LIZ-311 induziu principalmente apoptose inicial, com maior porcentagem de
parasitos marcados para esse tipo de morte. Ressalta-se que a droga de referéncia,
benzonidazol, induziu de maneira significativa apoptose tardia em relagdo ao sem
tratamento e em relacdo aos tratamentos com cada composto, tendo a maior porcentagem
de parasitos marcados para esse tipo de morte celular. Ou seja, a droga de referéncia induz
um maior desarranjo de membrana, levando a uma maior exposi¢do do nicleo ao meio
externo, o que pode ser prejudicial, pois pode levar a uma maior inflamag¢ao (GREEN;
LLAMBI, 2015).

Objetivando esclarecer se os parasitos duplamente negativos no ensaio de
marcacao com a anexina V e o iodeto de propidio estavam, de fato, vivos, foi conduzido
o ensaio de marcagdo parasitaria com os marcadores calceina e homodimero de etidio.
Verificou-se que houve uma menor porcentagem de parasitos vivos em comparagdo ao
primeiro ensaio mencionado e confirmou-se que, excluindo-se as células vivas, a maior
populagdo era aquela em processo de morte celular (duplamente marcada). O ensaio com
a calceina e o homodimero de etidio demonstrou ser mais sensivel para deteccao de morte
celular. Este resultado corroborou com o estudo de Sandes e colaboradores (2014), em
que este ensaio foi mais sensivel em discriminar os parasitos vivos dos mortos.

Buscando uma melhor elucidagdo dos mecanismos de morte celular induzido
pelas moléculas, foi feita a marcacao parasitdria com laranja de acridina e rodamina,
marcadores de compartimentos acidos, como reservossomos € acidocalcissomos, e de
atividade  mitocondrial respectivamente (DARZYNKIEWICZ; TRAGANOS;
MELAMED, 1980; GARNER et al., 1997).

Apos o tratamento com LIZ-311, foi verificada uma variacdo de fluorescéncia
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para laranja de acridina de maneira dose-dependente. Com o aumento da concentracdo do
composto houve uma diminui¢ao da intensidade de fluorescéncia. Isso indica que quanto
maior a concentragdo, menor a quantidade de compartimentos acidos do parasito. Visto
que tripomastigotas ndo possuem reservossomos (SOARES; DE SOUZA, 1991), uma
possibilidade ¢ a de que essa diminuicao ¢ dos acidocalcissomos. Outra possibilidade ¢ a
de que essa diminuigdo poderia ser devido a danos em acidos nucleicos.

J& com relagdo a atividade mitocondrial, LIZ-311 parece diminuir a atividade
dessa organela. Em tripanossomatideos, essa organela estd envolvida no estresse
oxidativo, bem como na inducdo de morte celular e entre outras atividades celulares
(MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014). Ensaios futuros de microscopia confocal e
microscopia eletronica auxiliardo no melhor entendimento do mecanismo de morte
celular.

Diante do exposto, fica claro o potencial dos compostos LI1Z-331 e LIZ-311. A
molécula LIZ-331 possui baixa toxicidade e perfil imunomodulador pré-inflamatoério,
enquanto LIZ-311 ¢ pouco toxica para as células testadas, com potencial
imunomodulador in silico e in vitro (balango Th1/Th2 e produgdo de ON), além de induzir
a morte parasitaria por via apoptotica.

Para que haja a elei¢do de um candidato a fArmaco para a doenca de Chagas ainda
sd0 necessarios estudos mais aprofundados de atividade dentro dos ensaios pré-clinicos,
como testes in vivo e posteriores ensaios clinicos (ROMANHA et al., 2010; SALES-
JUNIOR et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

a)

b)

d)

g)

h)

)

Com relagdo a predicado computacional de farmacocinética: no geral os compostos
sd0 pouco hidrossoluveis e mais lipossoluveis; tém baixa possibilidade de
atravessar tanto o trato gastrointestinal quanto a barreira hematoencetfilica;
parecem nao ter problemas de interacdo com proteinas de depuracdo e ndo
possuem boas caracteristicas de druglikeness;

Os compostos demonstraram uma maior afinidade computacional pelas enzimas
esqualeno sintase e 14-alfa demetilase, sugerindo que possam ser importantes
alvos da atividade biologica;

Apesar das bases de dados sugerirem afinidade dos compostos pelas enzimas
MAOA e B, in vitro, eles demonstraram baixa toxicidade;

No docking de alvos do sistema imune, os compostos demonstraram maior
afinidade para alvos da resposta imune inata, além de haver boa correlagao dos
resultados in silico e in vitro (imunomodulacdo) principalmente com aquelas
citocinas envolvidas na produgdo de 6xido nitrico (TNF-a e [FN-y);

Os compostos da série JM tém potencial imunomodulador in silico, abrindo a
possibilidade de aprofundar o entendimento dessa atividade in vitro;

Com relagdo a atividade tripanocida, um composto demonstrou melhor atividade
(menor ICso) em relagdo a droga de referéncia frente a epimastigotas (L1Z-531),
um frente a tripomastigotas (LIZ-311) e um frente a amastigotas (L1Z-331);
Além de destaque na atividade antiparasitaria, LIZ-311 e LIZ-531 também
induziram a producao de 6xido nitrico;

A molécula LIZ-311 induziu a produgdo tanto citocinas pro-inflamatérias (TNF-
a, IFN-vy, IL-2) quanto citocinas anti-inflamatérias/regulatorias (IL-4, IL-10 e IL-
17), enquanto LIZ-331 tem um perfil mais pro-inflamatério (TNF-a e IL-6);
Com relagdo a morte celular, LIZ-311 induz principalmente morte celular
programada, diminuindo a atividade mitocondrial e a quantidade de
compartimentos acidos parasitarios;

Diante do exposto, ficou demonstrado que o composto LIZ-311 possui interes-
sante atividade antiparasitaria, citotoxica, imunomoduladora e de inducdo de
morte celular, sendo um potencial candidato a firmaco para a doenca de Chagas,

sendo necessarios ainda estudos de atividade mais aprofundados.
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7 PERSPECTIVAS

- Dosar 6xido nitrico em macréfagos infectados com 7. cruzi e estimulados com os
compostos;

- Avaliar alteragdes da ultraestrutura de 7. cruzi, além de realizar analises de microscopia
confocal;

- Testes in vitro de combinacao: LIZ-311 e LIZ-331 associados com o benzonidazol e
também associados entre si;

- Teste in vivo combinando LIZ-311 com LIZ-331 ou benzonidazol. Esses testes so
deverao ser realizados se as combinagdes forem sinérgicas in vitro;

- Teste in vivo com o L1Z-311 e LIZ-331 sozinhos;

- Publicacao de artigos cientificos;
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Chagas disease is a neglected disease caused by Trypanosoma cruzi, a protozoan of the family
Trypanosomatidae. Chagas disease is an important public health issue, affecting mainly populations
whe have lower socioeconomic resources and less access to health. Estimates suggest that 6 to 7
million people worldwide have the disease and that it is predominantly distributed among the 21
countries of Latin America, where more than 1 million of those cases occur in Brazil (WHO, 2015).

Since its discovery in 1909, several compounds have been tested as candidates for its treatment,
such as arsenic, fuchsin, bismuth, antihistamines, amphotericin B, antibiotics, and others (Coura
and De Castro, 2002). Currently, the treatment is based on the administration of two drugs:
benzonidazole (Figure 1A) or nifurtimox (Figure 1B). These drugs are more effective in the acute
phase over the chronic phase and have a high toxicity rate (Morilla and Romero, 2015).

According to the Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2016), the adverse effects
caused by the treatment’s great toxicity are mainly gastrointestinal, including vomiting, abdominal
pain, anorexia, and weight loss regarding nifurtimox and allergic dermatitis, insomnia, and
peripheral neuropathy as related to benzonidazole. Since the discovery of these two compounds, no
other drug has been approved for Chagas disease treatment in the last 40 years (Bellera etal., 2015).
The treatment is indicated for all individuals with acute infection, cases of congenital infection,
immunosuppressed patients, and children with the chronic form of the disease (CDC, 2016).

According to the Drugs for Neglected Diseases Initiative (DINDJ, 2015), the current treatment
presents issues, such as long-term treatment (30-60 days), dose-dependent toxicity, low adherence
rate, and lack of a pediatric formulation. In 2011, a formulation to be used in children under 2 years
old produced by the Pharmaceutical Laboratory of Pernambuco (Laboratério Farmacéutico de
Pernambuco or LAFEPE) and registered by the National Sanitary Surveillance Agency of Brazil
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria or ANVISA) was launched with the support of DNDi.
Some of the advantages linked to this formulation are as follows: there is more safety for this age
group; it is a tablet readily dispersible in liquids, which facilitates administration; the need for
fractionation is only required in special cases (premature infants weighing less than 2.5 kg); and the
drug can be safely administered at home throughout the treatment (twice a day for 60 days).

The poor access to medication is another issue related to Chagas disease treatment, Some
countries in non-endemic area, such as Spain, have reported the shortage of the drug (Navarro
et al,, 2012). The shortage was mainly due to the increased demand of the drug that was not being
followed by its production (Chaar, 2014). This demonstrates the need of a management plan for
Chagas disease treatment, which still remains in a state of neglect.
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FIGURE 1 | Chemical structures of (A} benzonidazole, (B) nifurtimosx, (C) 1,2,3-

triazole-linked sialic acd-8-O-galactose and sislic acid-galactopyranoside,

(D) ZING13359679, () ZINC02576132, (F) sulfasalazine, (G) K777, (H) stofyline clofibrate, (I} piperacilin, (J) cefoperazone, and (K) flucloxacilin.

Besides that, clinical studies with new candidates for Chagas
disease treatment requires great time and effort, and diagnosis
limitations such as the lack of tools that can demonstrate
parasitological cure in the chronic phase have not yet been
overcome (Urbina, 2015). The lack of consensus regarding the
efficacy of the chronic disease treatment has also been reported
both in experimental models and in studies with chronic
patients (Marin-Neto et al, 2009). In 2015, a multicenter
randomized study with chronic chagasic patients was conducted
by researchers in Brazil, Colombia, El Salvador, Argentina, and
Bolivia. The study, Benzonidazole Evaluation for Interrupting
Trypanosomiasis, has evaluated the efficacy of benzonidazole
in preventing the progression to chronic chagasic cardiopathy
and death of patients by following 2.854 individuals for 5 years.
Although progress has been made regarding the understanding
of effect of benzonidazole during treatment, no reduction of heart
disease was observed in treated patients (Morillo et al,, 2015).

Another clinical trial with Chagas disease patients is the
Benznidazole New Doses Improved Treatment & Therapeutic
Associations study (DNDi, 2019). The aim of this trial
was to find new dosages of the current treatment without
decreasing its effectiveness, whereas a combined treatment
with fosravuconazole, a broad-spectrum antifungal drug, was

Frontiars in Pharmacalogy | www.frentieesin.omg

also tested. They found that the 2-week treatment is promising
as it is four times shorter than the standard treatment, and all
patients completed the course. This lower dosage and time of
treatment would facilitate treatment adherence, as it would
consequently reduce adverse effects. The data of the combination
arm (benznidazole combined with fosravuconazole) is still being
analyzed.

CHALLENGES IN THE STUDY OF
EFFECTIVE DRUGS FOR CHAGAS
DISEASE

Ome of the main focuses on Chagas disease research has been the
development ofan effective control strategy (Bonney, 2014). However,
there are some obstacles when considering the development of
effective compounds, such as the difficulty of standardizing in vive
and in vitro tests for their screening and the absence of markers of
treatment efficacy and cure criteria for the disease (Romanha et al.,
2010; Pinazo et al, 2014). To evaluate the cure criteria, polymerase
chain reaction and serologic conversion are used to assess parasite
load (Viotti et al,, 2014; Torrico et al, 2018). However, serologic
conversion may take years to be achieved, so new sensitive markers
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of efficacy are required (Gongalves and Novaes, 2018). There are
a number of questions that can only be answered by improving
experimental research on drugs for Chagas disease, induding better
in vivo models of the disease and knowing what would be the cure
criteria for these models (Chatelain and Konar, 2015).

Regarding the treatment, DNDi has indicated some criteria
that are considered acceptable and ideal for Chagas disease as
follows: to be active against all strains of T. cruzi, the clinical
efficacy has to be superior to benzonidazole in all phases of the
disease, it must not have contraindications or pharmacologic
interactions, and it has to be administered orally (DNDJ, 2016).

Therefore, difficulties do exist and there is a need to overcome
them to discover a suitable treatment for the disease.

SYNTHETIC DRUGS AND NEW
THERAPEUTIC APPROACHES FOR
CHAGAS DISEASE

The search for new drugs against Chagas disease has evolved
appreciably in recent years (Buckner and Navabi, 2010). In
this context, different strategies of drug design and discovery
are used and have proven to be effective, such as molecular
simplification, privileged structures use, prodrugs, quantitative
structure-activity relationship (QSAR), and molecular docking.
Molecular simplification is applied when there is a need to reduce
the complexity of a target compound. 1t is a strategy widely used
with natural compounds and derivatives (Wang et al, 2019).
A study with indole-pirimidine derivatives achieved by
molecular simplification found two of these derivatives that
had great potential as candidates for the lead optimization of a
new treatment for Chagas disease (Braga et al, 2017). The use of
privileged structures that can accept ligands to multiple receptors is
another strategy used to find new treatment for neglected diseases,
including Chagas disease. Some of these promising structures are
thiossemicarbazones and thiazolidinones (Teite et al, 2017). The
prodrugs, which are compounds that need to be biotransformed to
show its pharmacologic activity, are used to improve pharmacologic
(solubility, chemical stability), pharmacokinetic (absorption,
metabolism), and pharmacodynamic (decrease toxicity,
activation to a reactiveagent) features (Abet ctal., 2017). A study with
three oral E1224 (a water-soluble ravuconazole prodrug) regimens
and benznidazole in subjects with chronic indeterminate Chagas
disease suggested the use of E1224 in combination with benznidazole
(Torrico et al, 2018). QSAR and molecular docking are very useful
computational tools to predict the activity of compounds (Ferreira et
al,, 2015). Both strategies were done to predict the activity of a series
of benzimidazole derivatives in which QSAR models conducted
the design of these derivatives with improved potency (Pauli et al,,
2017).

For studies to progress, different approaches such as rational
design and discovery and drug repurposing are done. Some
strategies of the aforementioned approach were described above,
Drug repurposing relies on finding new uses for marketed
therapeutics or substantially characterized investigational
compounds (Langedijk et al., 2015). Repurposing programs have
mainly relied on bioinformatics and structure-based approaches
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aside from target phenotypic screens using whole-cell assays
(Ferreira and Andricopulo, 2016). Some repositioned drugs that
reached clinical trial studies for Chagas disease are the antifungals
fexinidazole and posaconazole (Molina et al., 2014; DNDJ, 2019).

Drug discovery based on target is the main focus of this revision,
which isthe rational drug discoverythat relies in the search of specific
molecular targets of the parasite, most of them being enzymes, and
design compounds that can modulate them (Gilbert, 2013; Field et
al., 2017). Thus, several molecules have been explored in medicinal
chemistry programs applying drug planning methods based on
receptor and ligand structures (Dias et al,, 2009). Some important T.
cruzi enzymatic targets such as trans-sialidase, nitroreductase type 1
(NTR), and cruzain were investigated and selected in this review as
they are some of the most searched targets for Chagas disease (Miller
Il and Roitberg, 20132; Balafa-Fouce et al., 2014; Bermudez et al.,
2016; San Francisco et al,, 2017; Scarim et al, 2018).

Trans-sialidase is an enzyme that is absent in mammalian
cells and is involved in parasite evasion from the immune
system, more specifically from the complement system, as well
as in adhesion and invasion onto host cells, decrease of T and B
lymphocytes, and thymic atrophy (Rubin-de-Celis et al., 2006;
Rubin-de-Celis and Schenkman, 2012; Nardy et al,, 2016). The
sialylmimetic neoglycoconjugates were investigated, where
1,2,3-triazole-linked sialic acid-6-O-galactose and sialic acid-
galactopyranoside compound (Figure 1C) stood out regarding
their anti-enzyme activities (Campo el al, 2012). The conjugation
of lactitol analogues with polyethylene glycol has also been
shown to be effective in inhibiting this enzyme during in vitro
studies (Giorgi et al,, 2012). More recently, a database screening
of more than 4 million compounds has found two molecules,
ZINC13359679 (Figure 1D) and ZINC02576132 (Figure 1E),
as the most promising candidates that could inhibit this enzyme
(Miller TI and Roitberg, 2013b). When computational strategies
screened more than 3000 drugs approved by the Food and
Drug Administration (FDA), and in vitro and in vivo tests were
performed, it was seen that the anti-inflammatory sulfasalazine
(Figure 1F) can be used as a lead to design new enzyme inhibitor
drugs (Lara-Ramirez et al,, 2017). Recently, it was found that
molecules containing amide, hydroxyl, and carboxylic acid
radicals in their aromatic rings can enhance the biological
activity of these enzyme inhibitors, which may lead to a better
rational drug design (Kashif et al., 2017).

NTRisanenzymeinvolvedintheactivationofnitroheterocyclic
compounds, such as benzonidazole and nifurtimox (Wilkinson
et al,, 2008). Recent studies have shown its in vitro and in vivo
potential in studies of absorption, distribution, metabolism,
and excretion of this enzyme inhibitors (Papadopoulou et al.,
2013; Papadopoulou et al.,, 2015; Papadopoulou et al., 2016).
Corroborating this idea, a study demonstrated that NTR
inhibitors were more effective than inhibitors of ergosterol
synthesis when tests using amastigotes from representatives of
each discrete type unit (DTU) were performed (Moraes et al.,
2014). DTU is a set of genetically similar T. cruzi populations
that can be identified by common genetic, molecular, and
immunologic markers (Tibayrenc, 2003). In this way, different
DTUs can present diverse response toward the compounds and
this strengthens the use of this approach.

2018 | Valume 10




Cruzain, also called cruzipain or GP57/51, is the most
abundant protein in the T. crug cysteine protease family, being
the key enzyme for the parasite’s intracellular replication (Alvarez
et al, 2012) and in its escape from the hosts immune system,
representing a molecular target lo design new antiparasitic drugs
(Harth et al,, 1993; McKerrow et al, 1999; Siles et al., 2006).
In vitro tests performed by our research group with thiazide
derivatives aryl thiosemicarbazones and aryl-d-thiazolinones
showed that they had an effective anti-T. cruzi activity (Donnici
etal, 2009) even on a nanomaolar scale as confirmed by the high
affinity of these molecules for cruzain during docking studies.
The most potent and well-known inhibitor of this enzyme
is K777 (Figure 1G), which is about to enter clinical studies
(McKerrow et al., 2009 Duschak, 2016). In the same way as
for trans-sialidase, @ screening with drugs that were approved
by the FDA was conducted for cruzain and found that four
compounds could be used as a basis to design new drugs, namely
etofylline clofibrate (antilipemic, Figure 1H) and piperacillin,
cefoperazone, and flucloxacillin (antibiotics, Figures 11-K,
respectively) (Palos et al, 2017).

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

Different strategies are applied in view to find an alternative
treatment for Chagas disease, including drug repositioning
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1. Introduction

Chagas disease is an important public health problem because it af-
fects mainly a portion of the population that has lower socioeconomic
resources and less access to health care. There are about 6-7 million
people worldwide with the disease [ 1|, which is caused by the protozoan
Trypanosoma crizi and was discovered in 1909 by the physician Carlog
Chagas. Benznidazole (Bz) and nifurtimox (Nx) are the current treat-
ment of the disease, which are effective in the acute stage of the disease,
but not in the chronic stage [2]. Furthermore, these drugs have a high
toxicity that leads to different adverse effects. Despite being discovered
111 years ago there is still much to be understood about it [3], especially
concerning the host immune response and eytokines.The life cyele of
T. cruzi begins when the vector — different species of trintomines [1] —
makes the blood meal in an infected host. In the vector, the parasite
differentiates into epimastigotes. After that, epimastigotes migrate to
the hindgut of the vector where they differentiate into metacyclic try-
pomastigotes (infective form). These forms are eliminated in the urine
and feces of the vector during blood meal. In the mammalian host,
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Chagas disease is an important neglected discase that afTects 6-7 million people worldwide. The discase has two
phases: acute and chronie, in which there are different clinical symptoms. Controlling the infection depends on
innate and acquired immune responses, which are activated doring the initial infection and are eritical for host
survival. Furthermore, the immune system plays an important role in the therapeutic suceess, Here we sum-
marize the importanee of the immune system eylokines in the pathology outeome, as well as in the ireatment.

trypomastigotes infect cells and later rurns into amastigotes (intracel-
lular form). These amastigotes will tun into trypemastigotes, which
rupture cells and spread the infection in the host. In the Fig. 1, it is
possible to see the vector and the mammalian stages of the parasite.
The disease has two phases: acute and chronic. The acute phase may
present in some ways: asymptomatie, symptomatic with nonspecific
symptoms (fever, apathy, hepatosplenomegaly, ete.). After this acute
phase, about one-third of patients progress to the chronic phase. At this
stage, there may be progression to the indeterminate form - without
evidence of organic impairment - or to the symptomatic (cardiac,
digestive or cardio-digestive), decades after the initial infection [5].
Patients with the indeterminate form have positive serology for anti-
T. eruzi antibodies, nermal electrocardiogram, and normal radiology of
the chest, esophagus and colon [6]. Individuals with the digestive form
have alterations in the esophagus and colon metility, which can lead to
problems of deglutition, regurgitation and constipation [7]. Most pa-
tients with the chronic form have the cardiac manifestation, whicl is
extremely debilitating. This disease presentation has as its main histo-
pathological characteristic myocardial inflammation, which can lead to
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enlargement of the heart (megalocardia), together with myocytolysis
and fibrosis [2].

There are two antithetic strands of thoughts for chronic chagasic
pathogenesis. The first one brings the idea that T. cruzi induces a
response of the immune system to normal tissues of the host and this is
independent of its presence in the tissue, that is, it induces an autoim-
munity [9]. The second supports the hypothesis that the continuous
presence of the parasite in the tissues is responsible for the inflammation
and damage observed [10].

Controlling T. cruzi infection depends on innate and acquired im-
mune responses, which are activated during the initial infection and are
critical for host. Although there is a conflict about the mechanism of
Chagas' disease pathology, the role of the cytokines has been reported in
the acute and chronic phases of the disease. Due to the importance of the
immune system in the pathogenesis of the disease, it is also important to
understand how treatment can influence in disease progression.

2. Immune response in the acute phase

The innate immune response plays an important role in the initial
fight against the parasite, and toll-like receptors (TLRs) help to orches-
trate this response. Since cells of the innate immune response are
directly involved in combating the initial infection with T. cruzi, it is
interesting to understand the interaction of the parasite compounds with
the TLRs in order to stimulate the capacity of this immune response to
fight the infection [11]. TLRs are a family of transmembrane proteins,
evolutionarily conserved between insects and humans that are part of a
group of molecules called pattern recognition receptors (PRRs). When
interacting and recognizing molecules called the pathogen-associated
molecular pattern (PAMPs) they can induce an immune response, both
innate and acquired. Several molecules of the parasite have been iden-
tified as PAMPs for TLRs. The main ones are the
glycosylphosphatidylinositol-anchors derived from T. cruzi mucin-like
glycoproteins (GPI-mucins) found in large quantities in the cell mem-
brane of the trypanosomatids. Studies have shown that GPls derived
from trypomastigotes are recognized by TLR2, which is active after the
dimerization with TLR6 [12,13]. Another molecule of the parasite,
glycoinositolphospholipids (GIPLs) is recognized by TLR4 [12,14,15].
The first confirmation of the importance of TLRs in the mechanisms of
resistance to T. cruzi was achieved using lnockout mice for the adapter
molecule MyD88, essential for signaling to almost all TLRs. These mice,
when infected with trypomastigotes, showed high parasitemia and
mortality that were associated with a low production of IFN-y and IL-12
[16,17]. In addition, TLR4 knockout mice had severe parasitemia,
confirming the role of TLR4 in resistance to T. cruzi infection [15,15].
Related to this, knockout mice for TLR2 and TLR? (which recognizes the
parasite’s DNA) were more susceptible to infection by T. cruzi in
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addition to having a low Thl response [19]. According to previous
studies, TLR2 plays a crucial role in establishing the Th1 response, while
TLR2 appeared to act as an immunoregulator in the early stage of
infection. Gravina and co-workers [20] investigated the role of TLRs 2
and 9 in experimental acute infection by T, cruzi. They observed that
dendritic cells, maerophages and monocytes use these two TLRs differ-
ently during the acute phasge of infection - leading to different produe-
tion of TNF and I1L-12 between these cells - and that only TLR9-deficient
mice are susceptible to T. crusi infeetion.

Furthermore, studies show that macrophages, dendritic cells and
natural killer (NK) cells trigger a strong inflammatory response along
with increased production of cytokines and chemokines [21]. Chemo-
kines are highly conserved proteins that are involved in a high variety of
biological process, especially in leukocyte migration [22]. Yet not
largely explored, a great range of chemokines and their receptors have
been described in the pathogenesis of Chagas disease. In the acute phase,
augmented production of inflammatory cytokines (IL-12, TNF-w, ancd
IFN<y), and chemokines (CCL2, CCL3, CCL4, CCLS, and CXCL10) have
been shown [22]. In mice infected with T. crugi in the acute phase,
CXCL9 and CXCL10 seems to be important in the control of the parasite
burden [24]. Also, in the chronic phase, it was demaonstrated that Chagas
disease patients also had higher serum levels of CXCL9, CXCL10 and
IL-1p with lower serum levels of CCL5 than non-infected subjects [25].
However, another study demonstrated that chronie patients that showed
higher levels of CXCL9 and CXCL10 mRNA also had higher intensities of
myocarditis [26].

The chemokine receptors CCR5 and CXC3 are known as immuno-
logical markers of Thl response, whereas CCR3 is associated with Th2
response [2/], The CCR5 receptor, receptor of CL2, CCL3, CCL4 and
CCL5, has a dual role in the pathogenesis of the disease: on the one hand,
it is extremely important in the control of acute infeetion, on the other
hand, its exacerbated expression may maintain the inflammation lead-
ing to myocardial tissue damage [28]. Together with CCR5, the CCR2
receptor is also related the different clinical manifestations of the disease
[29]. It is clear that chemokines play a relevant role in Chagas disease
both in the initial infection and in the chronic form of the disease,

The control of the disease also involves antibodies, CD& + (cyto-
toxic) T lymphocytes and CD4 + T lymphocytes (helper, Thl type)
producing high levels of IFN-y [20]. Studies on acute experimental
models of the disease have shown the role of proinflammatory cytokines
such as IFN-y, TNF and IL-6 in resistance to T, cruzi infection [21,32]. On
the contrary, the Th2 profile is related to disease susceptibility and the
main cytokine involved is IL-4 [33].

After the initial interaction of the parasite with the cells of the innate
immune response, different intracellular signals are presented, culmi-
nating in the activation of NF-kB, production of inflammatory cytokines,
connecting the innate response to the adaptive response [34]. Besides

Fig. 1. Veetor (1) and mammalian stages (2) of Trypanosoma cruzi, In the veetor stages, epimastigotes and metacyelic trypomastigotes are show, In the mammalisan
stages, Irypomastigotes and amastigotes are shown, Some components of this figure were ereated nsing modified templates from Servier Medical Art, which are

licensed nnder a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License; hiipsssmart serviereom.
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that, the increased production of IL-12 induced by T. cruzi, mainly by
macrophages, interferes in the production of IFN-y by activation of NK
cells and induction of a Thl response cells [35]. In addition, these 1L-12
activated NK cells lead to the expansion of CD4 + and CD8 + T cells by
the production of [FN-y, which then produce more IFN-y. The IFN-y
eytokine, together with TNF, also produced by innate immune response
cells, and TL-12 stimulates macrophages infected with T. cruzi to produce
nitric oxide (NO) and the expression of the induced nitric oxide synthase
enzyme, which contributes to control of the intracellular division of the
parasite and its elimination [36]. However, the excess of NO may also
lead to tissue damage, showing its dual role and the importance of
control/regulation of immune response [37]. It is important to note that
IFN-y and TNF seem to play a dual role according to the course of the
disease. In the early phase of the disease, these cytokines are important
to combat the parasite, but they can be harmful when produced in excess
in the chronic phase [38.39].

Other cytokines may be important in the initial stages of the infec-
tion. TGF-fi is one of these cytokines that regulates the parasite invasion
and cardiac fibrosis. Thus, in the initial phase of infection, mice treated
with GW788388 — an TGF-f inhibitor - showed decreased cardiac
fibrosis and improved survival rates [40]. In mice infected with T. cruzi
but deficient in the production of IL-6, there was an increased produc-
tion of IL-1f} (important cytokine involved in NO production), NO, and
inflammatory monocytes, leading to higher mortality upon infection,
suggesting that IL-6 is able to modulate the intlammation [41].
Corroborating with this, orally infected mice showed significantly
higher TNF, IL-6, and TFN-y levels than controls, demonstrating that a
potent pro-inflammatory systemic response can be trigged by the
infection with the parasite [42].

Despite all the efforts of the immune svstem to fight against the
infection, some molecules of the parasite can help in the scape of the
immune response. One of the ways that the parasite can do it is by
blocking the activation of NF-kB, which leads to less production of the
pro-inflammatory eytokine IL-12 by macrophages, through the action of
the cruzain parasitic enzyme [43]. Another molecule of the parasite that
interacts with the immune system and modulates it is the enzyme
trans-sialidase, which is considered a parasitic virulence factor. During
antigen presentation, trans-sialidase limits the pro-inflammatory
response and stimulates the anti-inflammatory response through
increased production of IL-10, favoring infection and persistence of the
parasite in the tissues [44]. The parasite also expresses mucin-like
molecules on its surface that participate in the initial parasite-host
interaction, as well as evading the immune system. The sialylated
form of these proteins protects the parasite from the action of antibodies,
from the complement system [45], in addition to preventing the initial
events of T lymphocyte activation [46]. The ¥ig. 1A summarizes the
effort of the immune system to control the initial infection, highlighting
the leading cells and the molecules evolved, apart from the clinical
features in each stage of disease.

Another factor that is invelved in the initial infection and, conse-
quently, with the immune system is the strain of the parasite. A study
with two strains of two different DTUs (Tel and Tell) in acute infection
showed that the strain Col ¢l1.7, belonging to Tel, led to a greater
activation of monocytes and production of IL-10, while Y strain,
belonging to Tell, activates less monocytes, however, it causes a greater
production of pro-inflammatory cytokines by peripheral mononuclear
cells [47]. DTU is a set of stocks genetically more similar to each other
than to any other unit and can be identified by common gener-
ic/molecular/immunological markers [42]. In other words, the strains
lead to diverse immunological outcomes and, consequently, may have
different impacts on the clinical course of the disease.

In addition to the innate immune response, the adaptive immune
response is extremely relevant even in the early stage of infection. A
research by Menezes and co-workers [49] showed myocarditis related to
the presence of CD4 + and CD8 + T lymphocytes in the acute phase of
the disease, as well as of T. ¢cruzf antigens. This study shows that these
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cells may be involved in the pathology of acute myocarditis. CD4 + and
CDE + T lymphocytes mainly secrete IFN-y, the main cytokine respon-
sible for Th1 polarization in relation to Th2. On the other hand, CD8 + T
lymphocytes are seen in processes related to the control of parasites in
acute infection and during disease progression, and also in the chronic
phase of the pathology, being likewise associated with a possible
absence of activity that helps in establishing the disease [50-52]
Because of this range of influences described for these cells, it is spec-
ulated that distinct populations of CD8 | T cells may exist during dis-
ease, related to different functions[34]. One of the cytokines that
influence these lymphocyte effector mechanisms, the expansion of
CD4 + Tand CD8 + T lymphoeytes, and acute infeetion is IL-2 [53].

In addition to the Th1/Th2 dichotomy, Th17 cells have also been
shown to help control acute infection and cardiac inflammation in the
experimental model of the disease, modulating the Thl response [54]. A
study with mice in the acute phase of the disease showed that, in the
absence of the 1L-17 cytokine at that stage, the animals became more
susceptible to infection, with lower expression of cytokines such as
IFN-y, IL-6 and TNF [55].

The acute phase lasts 2-3 months and ends when the immune system
is able to control parasitemia and the lewvel of parasites in the tissues.
Despite all the immune response developed to combat the parasite,
many patients evolve to the chronic form of the disease. Some of the
factors involved in this evolution are the evasion of T. cruzi to the im-
mune system, the strain invelved in the initial infection and the host
immune system [56,57].

3. Immune response in the chronic phase

In the chronic phase of Chagas disease, the elinical signs and symp-
tomns of the patients, or the absence of these, appear to be related to the
individual's immune response. It is known that there is a Thl profile of
cytokines (IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-9, IL-12) with low level of a Th2
profile of cytokines (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) in patients with the cardiac
and digestive signs. On the other hand, the opposite is seen in the
indeterminate form of Chagas, suggesting that the balance of these cy-
tokines could play a key role in the development of the disease.

Two of the major cytokines of the proinflammatory profile, TNF and
TFN-y, are directly involved in the chronic cardiac pathology of Chagas
disease in human and experimental models [11,58 60]. Due to the
importance of cytokines in the development of the disease, some of
them, such as TGF-p, IL-1f and TNF, have been proposed as biomarkers
of myocardial fibrosis [61]. Conversely, patients with cardiac form of
the disease produce higher levels of IFN-y — a really essential
pro-inflammatory cytokine - whereas indeterminate patients showed
higher levels of IL-10, one of the key regulators of IFN-y production [62].
In addition, IL-6 was a highly expressed cytoline by patients with the
cardiac form in comparison to patients with the indeterminate form,
who expressed IL-10 in greater quantity [63]. Corroborating with these
studies, Gomez-Olarte and co-workers [54] found that patients with the
cardiac form of the disease have an increased quantity of inflammatory
monocytes and 1L-6 production compared to asymptomatic individuals.
Thus, the type 1 immune response, while important in containing
parasite replication during the acute phase as already described, may
also be involved in the development of severe cardiac disease.

Regarding the indeterminate form, there is an increased expression
of cytokines and transcription factors related to Th2, Th9, Th22 and Treg
profiles, associated with reduced expression of proinflammatory cyto-
kines such as [FN-y and TNF [65,66]. Studies show a correlation be-
tween the production of inflammatory cytokines by CD4 + T cells and
monocytes from patients with the cardiac form and the production of
1L-10 by the same cells from asymptomatic patients [67,68]. This in-
dicates that anti-inflammatory cytokines may help neutralize the action
of pro-inflammatory cytokines and consequently may lead to reduction
of tissue damage and the absence of symptoms.

Emphasizing the relevance of the immune system regulation, the
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Treg cells are mostly found in patients with the indeterminate form of
the disease and it is the main type of cell involved in the IL-10 pro-
duction, showing the importance of these cells in the regulation of the
immune response in these patients [69]. Due to this, it has been sug-
gested that a treatment for Chagas disease should enhance Treg cells
[70]. In addition, a study with patients with the cardiac form showed a
higher production of 1L-10 and 1L-17 in the milder form of the disease
and that a decrease in the funection of CD4 +CD25 + T cells and lower
levels of 11-17 are linked with the most severe form of disease [71]. A
study corroborated these findings and also verified that in the cardiac
form there is a smaller number of circulating Th17 cells in relation to the
indeterminate form and to the uninfected patients [72]. A recent study
of the experimental model of the disease showed that Th17 cells are
more protective against T. cruzi infection than Th1 cells, in addition to
showing that these cells can act on both extracellular and intracellular
immunity [72], The Fig. 2B shows a summary of the cytokine profile of
the cardiac and indeterminate form.

It is not known what leads to an increase of the anti-inflammatory
profile observed in the indeterminate form in relation to a pro-
inflammatory observed in the cardiac form. This may depend on the
host's genetic characteristics and age-dependent changes in the immune
system, for example [74].

4, Treatment and immunological response

The treatment with Bz or Nx is limited by the stage of the disease and
the high toxicity. Finding a new treatment for Chagas disease is one of
the main goals to achieve its control [75]. In the Table 1, it iz summa-
rized the Target Product Profile of a new drug candidate for Chagas
disease suggested by de Drug for Neglected Diseases Initiative (DNDi).

Aiming to find a new compound for the disease, different classes of
compounds have been obtained based on a range of approaches, such as
planned synthetic compounds and drug repurposing [76]. Much has
been said about the importance of the treatment, mainly taking into
account clinical manifestations, serology and parasitemia [77,78].
However, little is investigated about the influence of the treatment on
the immune system, although it exerts great influence on the success of
chemotherapy in many parasitic diseases, including Chagas [72]. This
has been seen mainly in experimental acute T. cruzi infections; however,
there is no strong support of this correlation in humans [207.
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Table 1
Target product profile of a new drug candidate for Chagas disease suggested by
the DNIH.

Ideal Acceptable
Targel population Clhironic and acute Cluonie
Geographic All regions All regions
distribation
Comtraindicarions N Pregnaney
contraindications
Treatment regimen < A0 days Cwal: any duration Parenteral: < 7

days

Cost Lowwest as possible Current treatments

The presence of high levels of IFN-y in peripheral blood mononuclear
cells of patients cured after treatment suggests a beneficial effect of this
cytokine on the efficacy of chemotherapy [81]. That is, during the acute
phase of infection, IFN-y may act in synergy with the specific rearment
to eliminate the parasites [52 83]. The beneficial relationship between
cytokine balance and treatment, as found in the acute phase, was also
seen in the chronic phase in patients with indeterminate and cardiac
form. In the cardiac form, Camara and co-workers [54] measured the
plasma of 66 patients, treated or untreated with Bz, and found out that
there is a positive correlation between the treatment with Bz and
myocardial funetion, strengthening the idea that the treatment with this
drug can bring benefits. In addition, Bz seems to upregulate cell acti-
vation, antigen presentation, phagocytosis receptor and macrophage
activation [95]. How it was previous discussed, in the cardiac form of
the disease there is an important inflammatory component. In line with
this, the cytokine profiles of chronic infected subjects treated with Bz
showed lower levels of inflammatory mediators than those of the un-
treated T. crugi-infected subjects [56], suggesting the role of Bz in
regulating inflammation.

In the indeterminate form, treatment with Bz led to an induction of a
pro-inflammatory profile by NK and CD8 + T cells with maintenance of
IL-10, emphasizing the relevance of the regulatory environment, while
in cardiac form led to lower levels of IFN-y and higher levels of IL-10
[27]. A study conducted by Mateus and co-workers [28] with chroni-
cally infected individuals, showed that treatment with Bz improved the
antigen-specific T CD8 + response, decreasing the coexpression of
inhibitory molecules in these cells and increasing the functional capacity
of these cells (observed by increasing production of cytokines and

|_| Acute stage
Macrophages Lymphocytes Dendritic cells  Clinical features:
e R e + Fever
N @ + Headaches
+ Fatigue
B INF * Vomiting
IL-2 7 5
NO \\. y IFN% %L—ll » Diarrhea
CXCL9 IL-L7 INF * Chest or abdominal pain
CXCL10 \‘xv_\_b
8] Chronic stage
Cardiac form Indeterminate form
Clini‘cnlfenlnre.s: IFN-y TINF I IL-10 Clinical features:
+ Dilated cardiomyopathy IL-1p TGF-B IL-17 +  Generally, no symptoms
+« Congestive heart failure
+  Arrhythmias : IFN-y
+ Cardioembolism l - TNF

+ Stroke

Fig. 2. Immunological and clinieal profile of acute and chronie cardiac stages of Chagas disease, Some components of this figure were ereated nsing modified
templates from Servier Medical Art, which are licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported Livense; hiips: //smart, serviercom,
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cytotoxic molecules). In line with this, a study by Pérez-Anton and
co-workers concluded that treatment with benznidazole in chronically
infected people reversed the process of exhaustion of CD4 —+ and
CDS + T cells and increased the responsiveness of these lymphocytes
(increase in cells expressing IL-2 and TNF) [89,90]. This process of
exhaustion of T lymphocytes has been reported in the literature. It oc-
curs due to continuous exposure to parasitic antigens, riggering a
dysfunctional response of T lymphocytes by decreasing the ability to
produce eytokines and cytotoxic molecules against the infectious agent,
in addition to inducing a progressive increase in the expression and
coexpression of inhibitory molecules in the cell membrane [91]. In an
analysis with 4 years after Bz-treatment subjects, patients who had
progressed to the cardiac form, or had a worsening in the cardiac
symptoms, showed elevated levels of IFN-y and Thl cells, while those
subjects who remained in the indeterminate form were associated with
lower TFN-y levels and inflammatory/anti-inflammatory balance favor-
ing IL-10 and Tregs [92]. Altogether, this reinforces the importance of
treatment regulation between pro- and anti-inflammatory profiles in the
context of Chagas disease.

Despite all that, a multicentric study conducted recently to assess if
there is advantage in treating chronic cardiac patients with Bz
(BENEFIT) showed that there is no profit in using this treatment in this
group of patients [92]. It is important to note that a wild range of genes,
including these related to the immune system, are dysregulated in
chronic Chagas disease, especially in the cardiac form [94 ], and this may
justify the difficulty in obtaining benefits from treatment at this stage of
the disease [95]. However, another multicentrie study is being con-
ducted aiming to know if different dosages, times of treatment, and
association of Bz with fosravuconazole could lead to clinical benefits in
adults with chronic Chagas disease. Initial results have shown that Bz
showed antiparasitic activity in all treatments, not depending on dura-
tion, dose, or combination with fosravuconazole [96]. This shows the
importanee of continuing to research the influence of treatment on the
chronic phase of the disease, including the participation of the immune
system, to better understand how it influences in treatment success.

On one hand, the range of immunological profiles involved in the
pathology of the disease reinforce the importance to investigate how a
possible new treatment can act on the immune system, helping to
combat the development of the disease. On the other hand, this immu-
nological aspect is poorly investigated when it comes to new drugs for
the disease. A variety of compound classes has been tested for Chagas
disease and some privileged structures, especially those related to
phthalimide, thiosemicarbazones, thiazoles and 4-thiazolidinones are
being considered promising anti-T. cruzi and immunomodulatory scaf-
folds [971. Gomes and colleagues tested both
phthalimide-thiosemicarbazones and phthalimido-thiazole derivatives
in vitro and found 2 compounds with anti-T. cruzi activity lower than
5 pM [98]. In a work that tested thiosemicarbazones derivatives, the C3
compound showed anti-T. cruzi activity in vitro and in vive, in addition
to decreasing the release of trypomastigotes from cardiomyocytes
without depending on NO, TNF, and IL-6 production [99]. Alvarez and
collaborators synthetized and tested thinzole derivatives and it was
possible to find a molecule that diminishes mononuclear inflammatory
infiltrates in the heart of mice infected with T. eruzi [100]. Two of the
4-thiazolidinones chlorine derivatives tested against T. crugi — com-
pounds 2c and 3a - showed antiparasitic activity independent of NO
release [101].

Due to all this, it is elear that immunotherapy and the development
of immunomodulatory compounds is an important approach in the
context of Chagas disease. It is important to note that immunological
parameters, such as changes in cytokines/chemokines production and
cell activity, can be useful in the drug discovery field and to monitor
treatment efficacy [50,102,103].

176

Cytokine and Growth Factor Reviews xxx (xxxex) xxx
5. Conclusion

The existing antithesis between autoimmunity and inflammation
resulting from parasitic persistence promoted a delay in the study of new
drugs to treat the disease and, consequently, delayed the development of
studies on the influence of treatment on the immune system, that is,
immunomodulation studies in Chagas. Although there are immunolog-
ical studies in animals and humans that show differences between the
immunological profile in the acute and chronic stages, there is no
consensus regarding the pathogenesis of Chagas disease and what is the
ideal immune response to promote its cure or permanence in the inde-
terminate ehronic form. The design and obtention of immunomodula-
tory compounds have grown in parallel as a strategy for therapeutic
approaches in parasitic diseases, since the immunological profiles
involved in the pathology of Chagas disease show that the involvement
of the host’s immune response can play an important role in the efficacy
of chemotherapy. Therefore, it is important to investigate how a drug
candidate might act on the immune system, and the complexity of the
possible immunological responses. These gaps must be fulfilled in order
to achieve more effective strategies for therapeutic interventions. It is
known that a range of immunological profiles are involved in the pa-
thology of the disease and there is a great need for further studies in the
area to help in the development of more efficient strategies for its
treatment and prophylaxis. In addition, little research is done on the
influence of treatment on the immune system, although the number of
studies suggesting that its involvement may play an important role in the
efficacy of chemotherapy is gradually growing. With this in mind, it is
extremely important that researchers start to give focus on the immune
system in the drug discovery strategies for Chagas disease.
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