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RESUMO

As leishmanioses ¢ a doenca de Chagas compreendem doengas parasitarias causada por
protozoarios de alto impacto em paises tropicais e subtropicais. O arsenal terapéutico disponivel
para o tratamento dessas patologias ¢ reduzido e limitado devido a fatores associados a
toxicidade, alto custo e resisténcia medicamentosa. Diante dessa problematica, os derivados
acridinicos se apresentam como potenciais compostos antiparasitarios devido a sua estrutura
privilegiada responsavel pelo desenvolvimento de variados mecanismos de agdo
quimioterapicos. A partir dessa premissa, esse trabalho envolveu a sintese e avaliagdo do
potencial antiparasitario de duas classes de derivados acridinicos (triazolidinico-acridinico e
espiro-acridinicos). O primeiro capitulo da tese envolveu a sintese do derivado triazolidinico-
acridinico (ACW-02) e avaliacao frente formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis,
com posterior avaliagdo da citotoxicidade e estimulagdo de macréfagos por MTT, citometria de
fluxo e microscopia. Os estudos in silico foram desenvolvidos a fim de predizer um possivel
mecanismo de acdo pela interagdo com os alvos de DNA, TryR, Topol, CYP51 e CPB de
Leishmania sp., por meio do docking molecular, dindmica molecular e calculo de MM-PBSA.
Os resultados demonstraram uma boa atividade antiamastigota (ICso= 6,57 ug mL') e ndo
toxicidade aos macrofagos (CCsp > 256 pg mL'), com indicios de possivel acdo
imunomoduladora ao induzir um efeito microbicida em macrdofagos infectados. Os resultados
obtidos na determinacao de citocinas no sobrenadante da cultura demonstram uma diminui¢ao
na expressao de IL-10, IL-6, TNF-a e IFN-y, gerando efeitos contrarios entre si que os tornam
inconclusivos. Os estudos in silico demonstraram melhor afinidade e estabilidade na formagao
do complexo do ACW-02 com CPBLa (Fitscore= 50,97, AGbind= -103,13 kJ mol ™), alvo
envolvido na imunorregulagdo da relagdo parasita-hospedeiro e possivel responsavel pela
atividade leishmanicida desempenhada pelo derivado ACW-02. O segundo capitulo da tese
compreende a sintese de derivados espiro-acridinicos e avaliacdo da atividade antileishmania e
tripanocida. Para tal, os compostos AMTAC-01 e AMTAC-22 foram ressintetizados e,
subsequentemente, avaliados. A avaliacdo in vitro do potencial leishmanicida se deu pelos
métodos de mensuragdo da atividade de B-gal e adi¢dao do substrato CPRG frente amastigotas e
promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, nos quais os derivados apresentaram potente
atividade antipromastigota (ICso= 1,3-2,2 pg mL™). A determinagio do efeito tripanocida in
vitro frente formas amastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi relevou o AMTAC-22 como
promissor para tripomastigotas ao apresentar um ICso (2,9 g mL™') menor que o benzonidazol.
Entretanto, esses compostos demonstraram baixo indice de seletividade quando avaliado frente
macrofagos, células Vero e L929. Os estudos in silico demonstraram o perfil de druglikeness
dos compostos e demonstraram uma afinidade desejavel frente aos alvos TryR, CYP51, CPBLa,
Topo e TFI por docking molecular, sendo os melhores complexos selecionados para dindmica
molecular, que ressaltou AMTACO1-CPBLa como o complexo mais estavel pela avaliacao de
RSMD, RMSF, Rg e liga¢oes de hidrogénio. Em conclusdo, os resultados demonstraram o
potencial antiparasitario dos compostos acridinicos investigados, impulsionando a continuidade
dos estudos envolvendo esses possiveis candidatos a farmacos a fim de mitigar o efeito toxico
e compreender seus mecanismos de agao.

Palavras-chave: Atividade antileishmania. Atividade tripanocida. Derivados acridinicos.
Estudos in silico. Atividade imunomoduladora.



ABSTRACT

Leishmaniasis and Chagas disease comprise parasitic diseases caused by protozoa with a high
impact in tropical and subtropical countries. The therapeutic arsenal available for treating these
pathologies is limited and reduced due to factors associated with toxicity, high cost, and drug
resistance. Given this problem, acridine derivatives emerge as potential antiparasitic
compounds due to their privileged structure responsible for the development of various
chemotherapeutic mechanisms of action. Based on this premise, this work involved the
synthesis and evaluation of the antiparasitic potential of two classes of acridine derivatives
(triazolidine-acridine and spiro-acridines). The first chapter of the thesis involved the synthesis
of the triazolidine-acridine derivative (ACW-02) and its evaluation against amastigote and
promastigote forms of L. amazonensis, followed by evaluation of cytotoxicity and macrophage
stimulation using MTT, flow cytometry and microscopy. /n silico studies were conducted to
predict a possible mechanism of action by interacting with the DNA targets, TryR, Topol,
CYP51, and CPB of Leishmania sp., through molecular docking, molecular dynamics, and
MM-PBSA calculation. The results demonstrated good anti-amastigote activity (ICso = 6.57 pg
mL™") and non-toxicity to macrophages (CCso > 256 ug mL™), with indications of possible
immunomodulatory activity by inducing a microbicidal effect in infected macrophages. The
results obtained in the determination of cytokines in the culture supernatant showed a decrease
in the expression of IL-10, IL-6, TNF-a, and IFN-y, generating contradictory effects and,
consequently, inconclusive. In silico studies demonstrated better affinity and stability in the
formation of the complex of ACW-02 with CPBLa (Fitscore = 50.97, AGbind =-103.13 kJ mol
1), a target involved in the immunoregulation of the parasite-host relationship and possibly
responsible for the leishmanicidal activity exhibited by the derivative ACW-02. The second
chapter of the thesis comprises the synthesis of spiro-acridine derivatives and the evaluation of
their antileishmanial and trypanocidal activity. For this purpose, the compounds AMTAC-01
and AMTAC-22 were resynthesized and subsequently evaluated. The in vitro evaluation of
leishmanicidal potential was performed using methods to measure B-gal activity and addition
of CPRG substrate against amastigotes and promastigotes of L. amazonensis and L. infantum,
in which the derivatives showed potent antipromastigote activity (ICso = 1.3-2.2 pg mL'). The
determination of trypanocidal effect in vitro against amastigote and trypomastigote forms of 7.
cruzi revealed AMTAC-22 as promising for trypomastigotes by presenting an ICso (2.9 pg mL”
1) lower than benznidazole. However, these compounds demonstrated a low selectivity index
when evaluated against macrophages, Vero cells, and L929 cells. In silico studies demonstrated
the druglikeness profile of the compounds and showed a desirable affinity against the targets
TryR, CYP51, CPBLa, Topo, and TFI by molecular docking, with the best complexes selected
for molecular dynamics, which highlighted AMTACO1-CPBLa as the most stable complex
through evaluation of RSMD, RMSF, Rg, and hydrogen bonds. In conclusion, the results
demonstrated the antiparasitic potential of the investigated acridine compounds, propelling the
continuity of studies involving these possible drug candidates in order to mitigate toxic effects
and understand their mechanisms of action.

Keywords: Antileishmanial activity. Trypanocidal activity. Acridine derivatives. In silico
studies. Immunomodulatory activity.
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1 INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) compreendem um grupo de 20 doengas
infecciosas que constituem a aproximadamente 11% da carga global de doencgas, o que
corresponde a 1 bilhdo de individuos predominantemente concentrados em regides tropicais €
subtropicais caracterizadas por niveis extremos de pobreza, especialmente entre populagdes
indigenas (FERREIRA, L. L. G.; MORAES, J. DE; ANDRICOPULO, 2022; HOTEZ et al.,
2020). As DTNs estdo associadas a altos niveis de mortalidade e morbidade entre a populagao
atingida, equivalentes a 200 mil mortes ¢ 19 milhdes anos de vida ajustados por incapacidade
perdidos anualmente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023).

Essas doengas divergem quanto a biologia do patégeno, modos de transmissao e quadros
clinicos, tornando arduo o controle das contaminagdes (MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS,
2017). Desse modo, sdo necessarios esforgos direcionados a esse objetivo que, no entanto, sao
expressamente insuficientes. As DTNs caracterizam-se, nao somente pela populagdo vulneravel
em comum, mas também pela falta de investimentos direcionados a pesquisa e desenvolvimento
de estratégias preventivas, métodos de diagnostico e tratamentos medicamentosos (FEASEY et
al., 2010; HOTEZ et al., 2020). Atualmente, apenas 0,5% dos farmacos e vacinas nas fases de
descoberta e ensaios clinicos até o lancamento no mercado sao direcionados as DTNs, além
disso, somente 0,6% dos fundos da Assisténcia Oficial ao Desenvolvimento (AOD) da saude
sao fornecidos as DTNs (CONCEICAO et al., 2022; MOLYNEUX; SAVIOLI; ENGELS,
2017). Essa problematica apresenta grande relevancia no Brasil. Estatisticas demostram que o
pais possui a maior populacdo afetada por DTNs no Hemisfério Ocidental. Correspondendo a
35% da populagdo da América Latina e Caribe, o Brasil detém acima de 90% dos casos de duas
das DTNs: esquistossomose € leishmaniose visceral (FONSECA; ALBUQUERQUE; ZICKER,
2020; HOTEZ; FUIIWARA, 2014).

De acordo com o cenario nacional e mundial, algumas DTNs sdo priorizadas devido
suas importancias clinicas e sociais: doenga de Chagas, hanseniase, dengue e chikungunya,
esquistossomose ¢ leishmaniose (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023; FONSECA;
ALBUQUERQUE; ZICKER, 2020). Nesse trabalho, destacamos a leishmaniose e a doenga de
Chagas, que s3o parasitoses causadas pelos protozoarios da familia Trypanosomatidae,
Leishmania sp. e T cruzi, responsaveis por um amplo espectro de condicdes clinicas
dificilmente sanadas pelo reduzido arsenal terapéutico, limitado por fatores associados a

toxicidade, resisténcia medicamentosa, alto custo, entre outros.

13



A partir dessa premissa, a quimica medicinal emerge como uma area multidisciplinar
que compreende, entre outros, o planejamento e desenvolvimento de novos farmacos por
intermédio de estratégias racionais que, por sua vez, podem ser direcionadas para as patologias
supracitas. Com base nessa abordagem, esse trabalho propde o planejamento, sintese e
avaliagdo de compostos acridinicos com potencial antiparasitario. Dividido em dois capitulos,
diferentes classes de derivados acridinicos (triazolidinico-acridinico e espiro-acridinicos) foram
desenvolvidos e investigados por métodos in silico e in vitro quanto a atividade leishmanicida
e/ou tripanocida, bem como possiveis mecanismos de acdo, visando a elucidagcdo da agdo

desempenhada.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Leishmaniose

As leishmanioses compreendem um conjunto de doengas parasitarias ocasionadas pelos
protozodrios intracelulares do género Leishmania sp., da familia Trypanosomatidae. A infec¢ao
ocorre por intermédio da picada do mosquito fémea infectado do género Phlebotomous ou
Lutzomyia, que realiza o repasto sanguineo e consequente passagem do parasito para corrente
sanguinea do hospedeiro (ELMAHALLAWY et al., 2014; ROBERTS, 2005; SANTIAGO;
PITA; GUIMARAES., 2021). Dados estatisticos epidemioldgicos publicados pela Organizagio
Mundial da Satde (2023) indicam que aproximadamente 700 mil a 1 milhdo de casos ocorrem
anualmente e, atualmente, 1 bilhdo de pessoas residem em areas endémicas e apresentam-se em
risco iminente de infec¢do. Essas doengas sdo ocasionadas por aproximadamente 20 espécies
de Leishmania sp., que se classificam em dois grupos, sendo elas as do Mundo Velho, que inclui
espécies caracteristicas da Africa, Asia e Sul Europeu (L. major, L. tropica, L. aethiopica ¢ o
complexo donovani [L. donovani, L. infantum]), e as do Novo Mundo, que incidem
principalmente na América Latina (L. mexicana, L. amazonensis € o complexo Viannia [L.
brasiliensis, L. guyanensis]) (COSTA-DA-SILVA et al., 2022; ORGANIZATION, 2023b;
ROBERTS, 2005). Essas sao responsaveis por causar diferentes manifestacdes clinicas,
histopatologicas e imunopatoldgicas de acordo com as caracteristicas da espécie em questdo e
0 mecanismo molecular de defesa do hospedeiro (ANVERSA et al., 2018; UPADHYAY et al.,
2018).

As manifestagdes clinicas sdo classicamente diferenciadas em trés formas: leishmaniose
visceral, cutdnea e mucocutinea (Figura 1). A leishmaniose visceral (LV), também conhecida
como calazar, ¢ a forma mais agressiva da parasitose, sendo fatal em 95% dos casos se ndo
tratada. Estima-se uma ocorréncia de 50 a 90 mil casos anualmente reportados, principalmente
em paises da América Latina, como o Brasil, e no subcontinente indiano e leste africano, que
correspondem a aproximadamente 90% dos casos. Essa ¢ majoritariamente causada por L.
donovani e L. infantum, e caracteriza-se por sintomas sistémicos que incluem febre
intermitente, esplenomegalia, hematomegalia, hipergamaglobulinemia, pancitopenia, entre
outros (ORGANIZATION, 2023b; RODRIGUES et al., 2016).

A leishmaniose cutinea (LC) ¢ a forma mais comum da doenca, com incidéncia anual
de cerca de 600 mil a 1 milhdo de novos casos, e caracteriza-se por lesdes dermatoldgicas que

se desenvolvem de eritemas até ulceras, ocasionando em cicatrizes irreversiveis, infec¢oes
15



secundarias e morbidades. Essa pode ainda desenvolver uma condi¢do definida como
leishmaniose cutanea difusa (LCD) que apresenta multiplos nédulos, papulas ou tubérculos
com infiltragdo difusa na pele e sem ulceragdo. As espécies responsaveis incluem L.
amazonensis, L. mexicana, L. panamensis, L. aethiopica entre outras. Estas, por sua vez,
ocasionalmente também sdo associadas a leishmaniose mucocutanea (LMC), caracterizada por
lesdes parcial ou totalmente destrutivas das mucosas naso-orofaringea e laringea. Desse modo,
cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e
Asia Central; enquanto 90% dos casos de LMC ocorrem no Brasil, Bolivia, Etiopia ¢ Peru
(ARONSON et al., 2016; COSTA-DA-SILVA et al., 2022; MOLKARA; REZA TAHERI;
SABOURI RAD, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023b).

Figura 1 - Manifestagdes clinicas das leishmanioses

Fonte: Adaptado de Abbasi et al. (2018). (A) Leishmaniose visceral, (B) Leishmaniose cutanea, (C)

Leishmaniose mucocutinea.

2.1.1 Ciclo de vida e infeccéo

A Leishmania sp. ¢ um protozoario heteroxénico que completa seu ciclo de vida
intercalando entre hospedeiros definitivos mamiferos, tais como humanos, caes e roedores, €
hospedeiros intermedidrios que compreendem os mosquitos flebotomineos (SAINI; JOSHI;
KAUR, 2022).

Adicionalmente, seu desenvolvimento compreende a alternancia entre dois estagios
morfolégicos definidos como formas amastigota e promastigota. Amastigotas apresentam
forma oval, ndo flagelada, sem motilidade, tamanho de aproximadamente 3-5 pm, e

caracterizam-se por serem intracelulares encontradas nos fagdcitos e sistema circulatorio dos
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hospedeiros mamiferos infectados. Em contrapartida, as formas promastigotas sdo alongadas,
medem cerca de 10-15 pm, apresentam um flagelo que permite sua motilidade
(ELMAHALLAWY; ALKHALDI; SALEH, 2021; SAINI; JOSHI; KAUR, 2022).

O ciclo de vida e infeccdo se inicia pela introducdo das formas promastigotas
metaciclicas por intermédio da picada do mosquito infectado no hospedeiro mamifero. A
passagem das formas parasitarias pelo local da inoculagdo ¢ favorecida por componentes
encontrados na saliva do inseto que apresentam propriedades capazes de inibir respostas
microbicidas pela modulagdo de antigenos e citocinas, a exemplo do aumento da expressao de
citocinas anti-inflamatérias Th2 e diminui¢ao da expressao de citocinas protetoras Thl (Figura
2A) (VANNIER-SANTOS; MARTINY; SOUZA, 2005). No hospedeiro definitivo, o parasito
interage com células fagocitérias do sistema imune, ¢ ingerido por neutréfilos que, por sua vez,
sdo ingeridos por macrofagos. Nessa célula, o parasito promastigota inicia sua diferenciagdo
em amastigota dentro de organelas ligadas & membrana da via endocitica, adquirindo
progressivamente caracteristicas endossomais/lisossomais tardias. Esse processo de
diferenciagdo comega nas horas seguintes a fagocitose e leva em média 5 dias. Apds essa etapa,
os parasitos sdo liberados dos macréfagos infectados e fagocitados por macrofagos saudaveis,
perpetuando a infec¢do no hospedeiro (COURRET et al., 2002; IKEOGU et al., 2020) (Figura
2B-2D).
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Figura 2 - Ciclo vital da leishmania
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Fonte: Adaptado de Saini et al. (2022). Legenda: (A) formas promastigotas na corrente sanguinea; (B) fagocitose
das formas promastigotasa pelos macréfagos; (C) transformacdo das promastigotas em amastigotas dentro do
macrofago; (D) multiplicagdo das amastigotas dentro do macrofago até extravasamento; (E) picada do mosquito
com sucgdo das formas amastigotas; (F) conversdo das amastigotas em promastigotas no intestino do mosquito

Phlebotomus fémea; (G) picada e injecdo das formas promastigotas para o hospedeiro vertebrado.

E dada continuidade ao ciclo pela picada e ingestdo do sangue infectado pelo vetor
(Figura 2E). Pelas alteracdes nas condicdes fisioldgicas, tais como diminuicao da temperatura
e aumento do pH no intestino do inseto, sdo impulsionadas extensas modificagdes morfoldgicas
e bioquimicas no parasito. Este, ingerido na forma amastigota, se prolifera e se modifica
extracelularmente durante o periodo de aproximadamente 7-8 dias ap0ds ingestdo, assumindo a
forma promastigota prociclica ndo infecciosa, que apresenta um pequeno flagelo e principio de
motilidade, até a forma promastigota metaciclica infecciosa, compreendendo o processo de
metaciclogénese. Subsequentemente essa forma infecciosa ¢ migrada para proboscide do

mosquito para posterior inoculagdo, completando o ciclo vital da Leishmania (Figura 2F-2G)
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(AVILA-GARCA et al, 2014; DOSTALOVA; VOLF, 2012; VANNIER-SANTOS;
MARTINY; SOUZA, 2005).

Todavia, a transmissdo da doenca ndo se restringe por intermédio do vetor. Vias
alternativas para contaminagao vém sido reportadas, a exemplo do contato direto com o tecido
infectado durante procedimentos cirtrgicos/terapéuticos/laborais, transmissdo sexual,

transmissdo congénita, entre outros (AVILA-GARCA et al., 2014).

2.1.2 Aspectos imunoldgicos relacionados a interacao hospedeiro-parasita

A resposta imunoldgica do hospedeiro a infeccdo pelo parasito de Leishmania sp.
envolve uma série de mecanismos complexos e relaciona-se a diferentes fatores, tais como a
diversidade genética do hospedeiro, espécie da Leishmania e diferentes isolados parasitérios.
Desde a inoculacao das formas promastigotas metaciclicas na corrente sanguinea do hospedeiro
até sua efetiva infecgdo, diferenciacdo em amastigotas e multiplicagdo nos macréfagos, ha a
atuacdo de inumeros componentes do sistema imunoldgico inato e adaptativo na funcdo de
erradicar a infec¢do ou de possibilitar sua progressdao (GABRIEL et al., 2019; IKEOGU et al.,
2020).

2.1.2.1 Imunidade inata

A resposta imunologica desempenhada pelo hospedeiro serd instaurada prontamente
pelo recrutamento de células pertencentes a imunidade inata (macrofagos, neutrofilos e células
dendriticas) ao local de inoculagdo do parasito. Durante esse estagio, a propriedade pro-
inflamatéria de agentes presentes na saliva do flebotomineo, tais como o peptideo maxadilan,
¢ essencial para quimiotaxia e modulagdo dessas células fagocitarias (DUBIE; MOHAMMED,
2020; LOPES; COSTA-DA-SILVA; DOSREIS, 2014; ROSSI; FASEL, 2018). As células
fagocitarias sdo responsaveis pelo reconhecimento dos padrdes moleculares associados a
patogenos (PMAPs) e consequente desencadeamento de respostas secundarias, como a
producao de citocinas e moléculas coestimuladoras. Sdo exemplos caracteristicos de moléculas
presentes na superficie da leishmania: o lipofosfoglicano (LPG), glicoproteina-63 (GP63) e
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Desse modo, além das células previamente citadas, células
natural killers, proteinas do sistema complemento e quimiocinas efetuam relevantes
contribui¢des para o controle da infeccao (BECKER et al., 2003; DUBIE; MOHAMMED,
2020).
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Os neutréfilos sdo as primeiras células a migrarem pelo sistema vascular ao local de
infeccdo, onde fagocitam e auxiliam na eliminagcdo do parasito por uma diversidade de
mecanismos intra e extracelulares, como a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs),
exocitose de contetido granular rico em serinoproteases capazes de danificar a membrana
parasitaria e liberar armadilhas extracelulares de neutrofilos (Neutrophil Extracellular Traps,
NETs) para aprisionar e inativar os parasitos.

Entretanto, os mecanismos de defesa desempenhados sdao contraditorios pois, a
depender da espécie parasitaria, podem ser insuficientes ou benéficos para o desenvolvimento
do parasito. Por exemplo, as NETs apresentam-se como mecanismo de defesa eficaz contra
espécie de L. amazonensis, porém ineficaz contra L. infantum, L. donovani e L. mexicana
(HURRELL; REGLI; TACCHINI-COTTIER, 2016). Isso porque, ao ser fagocitada, a forma
promastigota de Leishmania sp. se protege ao desempenhar mecanismos que incluem a inibi¢ao
da biogénese dos fagolisossomos, a prevenc¢ao do estresse oxidativo, o atraso na apoptose dos
neutrofilos, e indugdo a produgdo de quimiocinas e citocinas, como IL-8 ¢ MIP1-f (CCL4),
que, por sua vez, atraem mais células do sistema imune. Assim, determinadas espécies do
parasito sdo capazes de desempenhar um mecanismo denominado “cavalo de troia”, no qual
sdo habeis a sobreviver no vacuolo parasitoféoro do neutrdfilo até a apoptose da célula, e
estimulam a secrecdo de quimiocinas que induzem a quimiotaxia de macréfagos ao local da
infeccao para fagocitose dos neutrofilos infectados (COSTA-DA-SILVA et al., 2022; GABRIEL
etal., 2019; IKEOGU et al., 2020; TOEPP; PETERSEN, 2020).

O macroéfago trata-se da principal célula hospedeira para a Leishmania, sendo necessaria
para os processos de sobrevivéncia, replicagdo e diferenciacao, porém, também ¢ a principal
célula efetora capaz de destruir o parasito (COSTA-DA-SILVA et al., 2022). Essas células
fagocitam o patdgeno, confinando-o em uma organela fago-lisossoma composta por enzimas
liticas e baixo pH, e ativam e liberam espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio a fim de
eliminar o parasito intracelular e prevenir a progressao da doenga. Em contrapartida, o parasito
desenvolveu estratégias para defesa contra esses processos, dentre os quais se destaca a
capacidade de impedir a agdo toxica do 6xido nitrico ao secretar ou induzir os macrdfagos a
produzirem arginase (KEDZIERSKI; EVANS, 2014; ROSSI; FASEL, 2018).

A liberacao de espécies reativas € uma das principais taticas utilizadas pelos macréfagos
para eliminar o parasito e, para tal, um dos maiores produtores de espécies reativas ¢ o 6xido
nitrico sintase-induzivel (iNOS), que apresenta como substrato a L-arginina para producgdo de

oxido nitrico (NO). Por sua vez, a proliferacao e o desenvolvimento de parasitos de Leishmania
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sdo dependentes da disponibilidade de poliaminas, que podem ser geradas pelo catabolismo da
L-arginina e pela atividade enzimatica da enzima arginase de Leishmania e dos hospedeiros
mamiferos. No parasito, esta enzima ¢ essencial para sua sobrevivéncia, pois ¢ responsavel por
hidrolisar a L-arginina em L-ornitina e ureia, de modo que a sua disponibilidade auxilia na
progressdo da cascata metabolica que sustenta o crescimento e a sobrevivéncia do parasito.
Além disso, no macrofago hospedeiro humano, além de realizar uma cascata metabolica
semelhante, a arginase pode regular a atividade da iNOS pela competi¢cao pelo seu substrato L-
arginina, resultando em baixos niveis de NO citotoxico, sendo, portanto, favoravel para o
desenvolvimento do parasito (BADIRZADEH et al., 2017; COLOTTTI; ILARI, 2011; GLISIC
et al., 2016; PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015). O desencadeamento do sentido para
qual sera favorecido o equilibrio se dara através da influéncia da resposta imune adaptativa, que

envolvera a essencial atividade de células T.

2.1.2.2 Imunidade adaptativa

A imunidade adaptativa ¢ composta por células que medeiam a imunidade celular e
humoral de modo especifico, especializado e com capacidade de manter a memoria
imunologica. As células T apresentam um papel indispensavel no controle do sistema
imunologico frente a infec¢do parasitaria por Leishmania e € baseado no desenvolvimento de
diferentes subtipos celulares que, por sua vez, caracterizam-se por produzir diferentes padrdes
de citocinas (ARAUJO FLORES et al., 2020; IKEOGU et al., 2020).

As citocinas locais secretadas proporcionam um ambiente adequado para conduzir a
resposta de células T antigeno-especificas e os subconjuntos de memoria de linfocitos T
auxiliares CD4" que, posteriormente, se desenvolvem em células T efetoras que se diferenciam
diversos subtipos a depender do estimulo, a exemplo de Thl, Th2, Thl17, Treg ¢ TFH
(ELMAHALLAWY; ALKHALDI; SALEH, 2021).

As células auxiliares do tipo 1 (Th1) s@o cruciais para erradicacdo do parasito a partir
da expressdo das citocinas interleucina-12 (IL-12), interferon gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), que, segundo estudos, estdo correlacionados com a ativagdo macrofagica e
destruicao parasitaria (DUBIE; MOHAMMED, 2020). O IFN-y ¢ a principal citocina expressa
pelas Thl, responsavel pela ativacdo de macrofagos pela via classica M1, resultando em
producdo de iNOS, que degrada arginina em OH-arginina e, subsequentemente, em NO e
citrulina, que posteriormente pode induzir a formacdo adicional de NO. Esse mecanismo ¢é

responsavel pela atividade leishmanicida dependente de NO e desempenha um papel
21



fundamental contra infec¢ao (CLASSEN; LLOBERAS; CELADA, 2009; GABRIEL et al.,
2019; MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009; RATH et al., 2014). Assim, a imunidade
celular gerada pelas células Thl ¢ considerada como principal mediador da resisténcia a
Leishmania, tendo em vista que uma resposta imune protetiva frente LC causada por L. major,
L. mexicana, ou L. amazonensis, bem como LV causada por L. donovani ou L. infantum,
depende do desenvolvimento do perfil de células T pro-inflamatorias. Entretanto, a exacerbacao
da resposta mediada por Thl estd associado a grave dano tecidual e a apresentagao clinica da
doenca (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al.,
2017).

Por sua vez, a ativacdo de células auxiliares do tipo 2 (Th2) induz a produgdo das
citocinas IL-4, IL-10 e IL-13 (MUXEL et al., 2018) e ativacdo macrofagica por uma via
alternativa (M2). Essa via ¢ caracterizada pela produ¢ao de poliaminas pela ativacao da enzima
arginase, favorecimento a sobrevivéncia do parasito e consequente progressdo da doenga.
Adicionalmente, os macrofagos ativados alternativamente pela via Th2 exibem um fendtipo
anti-inflamatorio/imunoregulador que est4 relacionado a remodelacdo e reparacdo de tecidos,
resisténcia a alguns parasitos € a promoc¢do do crescimento do tumor (TOMIOTTO-
PELLISSIER et al., 2018). Assim, o equilibrio entre as respostas obtidas pelo estimulo de Thl
ou Th2, juntamente com os mecanismos reguladores, ¢ um determinante no curso da infecgao

(Figura 3).
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Figura 3 - Resposta imunolédgica adaptativa
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Adicionalmente, as células T auxiliadoras tipo 17 (Th17) tém demonstrado um papel
importante na imunopatogénese da leishmaniose por meio da produgdo de citocinas pro-
inflamatorias, dentre as quais destaca-se a IL-17. Essa interleucina pertence a uma familia que
abrange seis subtipos diferentes, incluindo IL-17A a IL-17F, e € responsavel por induzir a
expressao de outras citocinas (IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF), quimiocinas (CXCL1, CXCL10)
e metaloproteases, sendo a chave na ativagdo e atracdo de neutrofilos para os locais de
inflamagdo. Entretanto, os efeitos dessas células ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, tendo
em vista que o estimulo promovido por essas se apresenta associado a respostas protetoras,
como em infec¢des por L. infantum e L. donovani, e promotoras, como em infecgdes por L.
major (BANERJEE et al., 2016; IKEOGU et al., 2020; PEDRAZA-ZAMORA et al., 2017).

Nesse sentido, as células T reguladoras (Treg) sdo também consideradas cruciais no
controle da infec¢ao ao diminuir a resposta inflamatdria exacerbada. Essas sdo encontradas nos
locais infectados e limitam a fungdo das células T efetoras CD4" por meio de mecanismos
independentes ou dependentes de IL-10, que, entretanto, promovem a persisténcia do parasito

a longo prazo, resisténcia ao tratamento e a uma possivel reinfeccdo. Desse modo, alguns
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estudos relatam a relagdo da fungdo das células Treg com casos de LC cronica causada por L.
panamensis ¢ L. braziliensis, bem como o aumento da suscetibilidade a infeccdo inicial e
alteragdes imunoldgicas que favorecem uma reinfec¢ao por L. major (GABRIEL et al., 2019;

IKEOGU et al., 2020; ROSSI; FASEL, 2018; SCOTT; NOVALIS, 2016).

2.1.3 Tratamentos atuais

O tratamento quimioterapico para leishmaniose visa promover a morte parasitaria de
modo a cessar os efeitos clinicos causados pelo mesmo, garantindo, simultaneamente, a
seguranga e o conforto do paciente. Adicionalmente, o tratamento ¢ considerado crucial para o
controle da disseminacdo da parasitose e sua transmissdo entre individuos, bem como para
prevenir recorréncia da doenca. Entretanto, existem diversos fatores limitantes que envolvem
essa tematica, desde a baixa eficacia, alto custo, crescente resisténcia, dificuldade na
administracdo do medicamento e risco de toxicidade sistémica (MOLKARA; TAHERI; RAD,
2019; SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021).

O arsenal terapéutico de medicamentos leishmanicidas permanece invariavel ha anos e
compreende apenas cinco medicamentos (Figura 4) (TIWARI et al., 2017), incluindo farmacos
utilizados desde 1940, como os antimoniais pentavalentes (SbV), que sdo, até os dias atuais,
utilizados como primeira linha de tratamento contra leishmaniose. Esses sucederam os
compostos antimoniais trivalentes (SbIII), anteriormente utilizados como tratamento eficaz
para leishmaniose, mas com efeitos secundarios graves que acarretaram na interrup¢ao do seu
uso, tais como toxicidade cutdnea, cardiovascular, renal, hepdatica, respiratdria, entre outros

(MOLKARA; TAHERI; RAD, 2019; WINSHIP, 1987).
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Figura 4 - Estrutura dos compostos leishmanicidas utilizados na clinica
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Fonte: Adaptado de Tiwari et al. (2017). (a) Estibogluconato de sodio; (b) Anfotericina B; (c¢) Miltefosina; (d)

Paromicina; (¢) Pentamidina.

Os antimoniais pentavalentes sdo comercializados atualmente como estibogluconato de
sodio (Pentostan®) (Figura 4a) e antimoniato de meglumina (Glucantime®), sendo
administrados por via intravenosa e intramuscular, respectivamente (MOLKARA; TAHERI;
RAD, 2019). O mecanismo de acdo envolvido na acdo desempenhada pelos antimoniais
pentavalentes ainda ndo ¢ completamente compreendido, porém acredita-se que esses
compostos sejam pro-farmacos que, em condi¢gdes de baixo pH dentro do fagdcito, sofre
reducdo para sua forma ativa, o SbIIl. Como antimoénio trivalente, a a¢do leishmanicida esta
associada a inibicao de tripanotiona redutase, enzima essencial para sobrevivéncia do parasito,

visto sua a¢ao catalitica na reducdo do dissulfeto de tripanotiona em ditiol tripanotiona na Ginica
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via antioxidante parasitaria responsavel por defender a Leishmania do estresse oxidativo letal
gerado pelo hospedeiro. Adicionalmente, achados sugerem a capacidade de inibigdo a
topoisomerase I, e inibicdo da adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) por meio
da inibi¢do do ciclo do acido citrico e da glicolise (SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021;
TIWARI et al., 2017). Entretanto, seu uso ¢ limitado devido a crescente resisténcia ¢ aos
diversos efeitos adversos, que incluem cardiotoxicidade, pancreatite, hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade (ARAUJO-VILGES et al., 2017).

A anfotericina B (Figura 4b) ¢ um polieno antifingico isolado de Streptomyces nodosus,
reposicionado para acdo leishmanicida devido sua acdo na membrana celular parasitaria. Esse
apresenta afinidade pelo ergosterol e causa a perda da integridade membranar ao modificar a
permeabilidade da mesma, ocasionando a perda de pequenas moléculas e ions essenciais, além
de formar poros aquosos. No entanto, a alta toxicidade associada a esse fairmaco restringe sua
utilizagdo e inclui efeitos tais como: anemia, potassemia, nausea, febre, mialgia,
nefrotoxicidade, entre outros. Assim, a formulacao lipossomal (AmBisome) foi desenvolvida
como uma estratégia bem sucedida para contornar os efeitos adversos, porém, limitagdes tais
como alto custo, via de administragdo de dificil aceitabilidade e surgimento de resisténcia
persistem como desvantagens no seu uso (MOLKARA; TAHERI; RAD, 2019; TIWARI et al.,
2017; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018).

Miltefosina (Figura 4c) ¢ um medicamento que inicialmente foi desenvolvido como
antitumoral, mas suspenso para essa finalidade devido a hemotoxicidade causada. Assim,
semelhantemente a anfotericina B, esse medicamento foi reposicionado para acdo
antileishmania. Visando essa atividade, a miltefosina age como um analogo da
alquilfosfocolina, que inibe a biossintese de esterdis e fosfolipidios, interrompendo as vias de
transducao intercelular. A administrag@o € por via oral, todavia, este medicamento também esté
associado a alta toxicidade gastrointestinal e teratogenicidade, portanto, ndao ¢ recomendado
para mulheres gravidas e criancas (MOLKARA; TAHERI; RAD, 2019; SOTO; SOTO, 2006).

Paromicina (Figura 4d) ¢ quimicamente um antibiotico aminoglicosidico que inibe a
sintese de proteinas de protozoarios por ligacdo a subunidade ribossomica 30S, resultando no
acumulo de complexos ribossomais 30S-50S anormais e, consequentemente, causando morte
celular. Esse farmaco apresenta-se efetivo no tratamento de LC e LV, mas com disponibilidade
restrita a regides endémicas (CHAWLA et al., 2011; KIP et al., 2018; SINGH; KUMAR;
SINGH, 2012).
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Por fim, a pentamidina (Figura 4e) ¢ uma diamina aromatica utilizada como terapia de
segunda linha contra leishmaniose. Seu mecanismo de acdo ainda ndo estd inteiramente
elucidado, porém acredita-se estar associado a inibicdo do sistema de transporte ativo e
complexo DNA mitocondrial. Em contrapartida, estudos indicam resisténcia de espécies de
Leishmania ao medicamento devido a diminuicdo da captacdo e aumento do efluxo.
Adicionalmente, a pentamidina ¢ altamente toxica, gerando hipoglicemia, nefrotoxicidade e
hipotensdo (SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012;
SINGH et al., 2016).

Desse modo, tendo em vista o arsenal terapéutico apresentado e suas desvantagens, a
Organiza¢do Mundial de Saude veementemente recomenda ¢ impulsiona a pesquisa para o
desenvolvimento de novos farmacos voltados para o tratamento das leishmanioses (FREZARD;
DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). Portanto, a partir dessa premissa, a quimica medicinal

apresenta de estratégias viaveis para o planejamento e obten¢do de novos compostos ativos.

2.2  Doenca de Chagas

A doenga de Chagas ¢ causada pela infecg@o pelo protozoario intracelular Trypanosoma
cruzi, pertencente a familia Trypanosomatidae. A transmissdo do parasito se d4 classicamente
por intermédio de insetos hematofagos da subfamilia Triatominae, popularmente conhecidos
como Barbeiros (Triatoma infestans) (CATALA; NOIREAU; DUJARDIN, 2017; FUENTES-
VICENTE et al., 2018). Todavia, diferentes formas de transmissdo sdo reportadas, como por
transplante de orgdos, transfusdo sanguinea, transmissdo congénita e consumo de alimentos
contaminados, tornando desafiador o controle da propagacdo parasitaria (SHIKANAI
YASUDA, 2021).

Desse modo, essa doenca apresenta uma crescente incidéncia em regides urbanas
endémicas ou ndo endémicas devido a mobilidade populacional de regides rurais Americanas
para os demais continentes (ORGANIZATION, 2024; SHIKANAI YASUDA, 2021). De
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (2024), estima-se que aproximadamente 6-7
milhdes de individuos encontrem-se infectados por protozoarios 7. cruzi, majoritariamente nos
paises endémicos da América Latina.

A inoculagdo do parasito segue um curto periodo de incubagdo (1-2 semanas) e precede
as trés etapas da infeccdo: fase aguda, indeterminada e cronica. A fase aguda ¢ comumente

assintomatica, porém quando presentes, os sintomas inespecificos e incluem febre, mal-estar,
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edema subcutaneo, hepatoesplenomegalia e disturbios neurolégicos. A progressdo da doenca
leva individuos a fase indeterminada, onde nao sdo detectadas manifestagdes clinicas, e fase
cronica, que se caracteriza por complicagdes cardiovasculares (insuficiéncia cardiaca, arritmia
e tromboembolismo) ou digestivas (megacolon e megaesofago), sendo o sinal patognomonico
da doenca o sinal de Romana. Essas manifestacdes clinicas, em particular as cardiomiopatia
cronica, sdo responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade, especialmente em
jovens adultos (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015; MAZZETI et al., 2021; RANGEL-
GAMBOA et al., 2019).

2.2.1 Ciclo de vida e infeccéo

O protozoario 7. cruzi apresenta um ciclo de vida heteroxénico, ¢ mantido na natureza
por inimeras espécies de vetores e espécies hospedeiras de mamiferos distribuidas na maioria
dos biomas e habitats das Américas. Esse se diferencia em ao menos quatro formas
morfoldgicas a depender dos estimulos provenientes do microambiente em que estd inserido,
dentre elas: epimastigotas, tripomastigotas metaciclicas, tripomastigotas e amastigotas
(LUCENA et al., 2019; MARTIN-ESCOLANO et al., 2022).

O ciclo se inicia pela transmissdo do parasito em sua forma infectiva (tripomastigotas
metaciclicas) ao hospedeiro humano por intermédio das vias anteriormente mencionadas
(Figura 5A). As formas tripomastigotas metaciclicas, uma vez no hospedeiro, adentram a
corrente sanguinea por meio de duas etapas: processo de adesdo, caracterizada pela interacao
entre uma variedade de antigenos do 7. cruzi aos receptores das células do hospedeiro no local
de inocula¢do, que desencadeiam eventos de sinalizagdo celular; e o processo de internalizacao,
que compreende a formag¢do do vacuolo parasitéforo do 7. cruzi (TcPV) (SALASSA;
ROMANQO, 2019). Sendo capaz de invadir diferentes tipos de células nucleadas, os parasitos se
diferenciam na forma amastigota, evadem do TcPV para o citoplasma, completam sua
diferenciagdo e se proliferam por meio de fissdo binaria até preencher o espago disponivel na
célula infectada. Nesse momento, as formas amastigotas alongam-se, readquirem os flagelos
longos e diferenciam-se em tripomastigotas ndo replicativas, que, por sua vez, induzem a lise
celular. Essas formas liberadas na corrente sanguinea podem se disseminar, infectar outras
células em diferentes tecidos, bem como serem ingeridos por um triatomineo (Figura 5B-5E).

A capacidade de invadir uma variedade de tecidos, especialmente na fase cronica da doenga, ¢
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responsavel por desenvolver as mais diversas manifestacdes clinicas (FUENTES-VICENTE et

al., 2019; MARTIN-ESCOLANO et al., 2022; SOUZA, CARVALHO; BARRIAS, 2010).

Figura 5 - Ciclo vital do Trypanosoma cruzi

(G)
Estagio \ @E‘ @ Estagio no
no vetor S \__/f hospedeiro
~ Y

(D)

Fonte: Adaptado de Souza, Carvalho e Barrias (2010). Legenda: (A) Repasto sanguineo do inseto triatomineo,
com passagem de formas tripomastigotas metaciclicos para ferida da mordida ou nas membranas mucosas. (B)
Tripomastigotas metaciclicas penetram nas células, diferenciando-se em amastigotas. (C) Amastigotas se
multiplicam por fissdo binaria nas células infectadas. (D) Formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas
e entram na corrente sanguinea. (E) Tripomastigotas infectam novas células, gerando as manifestagdes clinicas.
(F) Repasto sanguineo com ingestido do sangue infectado. (G) Epimasgotas no intestino. (F) Multiplica¢do no

intestino. (I) Tripomastigotas metaciclicas no intestino posterior.

O ciclo de vida do parasito se perpetua pela picada do inseto triatomineo ao hospedeiro
mamifero e ingestao do sangue infectado por formas tripomastigotas (Figura 5F). No estdbmago
do inseto, a maioria dos parasitos sofrem lise e, aqueles que sobrevivem, se diferenciam em
esferomastigotas ou epimastigotas, as principais formas replicativas no hospedeiro
invertebrado. As epimastigotas migram para o intestino do inseto, onde se proliferam, migram
para o intestino posterior e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infecciosos, que sao
excretados com as fezes do vetor (Figuras 5G-5I) (BERN et al., 2011; SOUZA; CARVALHO;
BARRIAS, 2010).
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2.2.2 Aspectos imunoldgicos relacionados a interacdo hospedeiro-parasita

A determinacao da efetividade da infeccdo ou erradicacdo parasitaria deriva de
complexos mecanismos imunologicos desempenhados pelo hospedeiro humano. Diante disso,
a articulagdo da resposta imune se divide classicamente em trés etapas: durante as duas
primeiras semanas, destacam-se os mecanismos efetores da resposta imune inata; no decorrer
dos estagios intermediario e tardio da fase aguda da infec¢ao, surgem os efeitos gerados pela
resposta imune especifica adquirida desempenhada pelos componentes celulares e humorais; a
longo prazo, mantendo-se durante a fase cronica da infecg¢do, caso ndo tratada, a memoria
imunolégica manifesta-se e garante resisténcia a reinfecgdo (ARAUJO-JORGE; CASTRO,
2000). Consequentemente, o protozoario dispde de variadas estratégias para evadir o sistema
imunoldgico, especialmente na subversdo do sistema complemento e inibicdo do efeito
fagocitico das células mononucleares (NARDY; MORROT; FREIRE-DE-LIMA, 2015;
ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).

A defesa inicial do hospedeiro apods a inoculagdo do parasito compreende a atuagdo de
células fagocitarias. Para tal, os PMAPs presentes na superficie do parasito induzem a invasao
celular e medeiam a ativacdo da resposta imune. Esses sdo majoritariamente compostos por
moléculas glicosiladas ligadas @ membrana celular por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol
(GPI), como mucinas ancoradas por GPI derivadas de tripomastigotas (tGPI-mucinas),
transialidases e proteinas associadas a mucinas (MAGALHAES et al., 2022).

Os macrofagos compreendem as primeiras e principais células a responder a infecgao.
Quando ativados, esses produzem substincias citotoxicas, incluindo superdxido pela NADPH
oxidase (NOX) e oxido nitrico mediado pela 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), como
consequéncia de reacdes geradas pelo sistema imune, danos secundarios as mitocondrias e
destruicdo de tecidos causada pelo parasito. Entretanto, a fim de evadir do efeito tripanocida do
macrofago, o parasito produz o vacuolo parasitéforo que se fundem aos lisossomos afim de
manter a mobilidade do tripomastigota dentro da célula hospedeira e induzir a formacao de um
ambiente 4acido que contribui para diferenciacdo em formas amastigotas no citoplasma.
Adicionalmente, a sobrevivéncia do parasito ¢ mediada por uma rede complexa de enzimas
antioxidantes, como peroxidases e superoxido dismutases (SODs), que o protegem de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016;
KOO et al., 2016; PAIVA; MEDEI; BOZZA, 2018; PIACENZA et al., 2008).

Nao obstante, devido a capacidade do 7. cruzi de infectar uma diversidade de células

nucleadas, outras células de defesa também desempenham papéis essenciais no controle da
30



infeccdo. Os neutrdfilos e células dendriticas exercem atividade fagocitaria, assim como os
eosinofilos, que, juntamente com basofilos e mastocitos, sdo responsaveis por iniciar uma
resposta inflamatoria. Complementarmente, as células natural killer sdo fundamentais para a
destruicao de células infectadas e para producao da citocina IFN-y (MARSHALL et al., 2018;
RIOS et al., 2019).

Adicionalmente, em resposta ao reconhecimento dos PMAPs e da ativagdo macrofagica,
as células T CD4" e CD8" atuam na amplifica¢do da rea¢do imune pela expressdo de citocinas
e destruicdo de células infectadas, respectivamente. Estudos realizados em modelos
experimentais de infeccdo por 7. cruzi indicam uma significante resposta Thl, envolvendo
células CD4" e CDS8", caracterizada pela producdo de citocinas como IFN-y, TNF-o, e IL-12.
Dentre essas, o IFN-y demonstra um papel protetor inicial na infecgdo, induz a produgao de
metabolitos do NO e apresenta atividade tripanocida em macréfagos infectados. Em
contrapartida, a produgdo de IL-10 e TGF- estd associada a replicagdo do parasito pela inibi¢ao
da atividade tripanocida dos macrofagos, sendo possivel que sua expressao seja uma medida
para minimizar os efeitos citotoxicos desenvolvidos pela superproducdo de citocinas pro-
inflamatérias (ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996; ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000;
RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; RIOS et al., 2019; SILVA et al., 1998).

Semelhantemente, destaca-se a atuagdo do sistema complemento na contengdo da
disseminagdo do parasito. Apos replicagdo intracelular, ruptura da célula hospedeira e acesso a
corrente sanguinea, o parasito torna-se um alvo do sistema complemento. Ao ser ativado por
uma das trés possiveis vias (lecitina, cldssica ou alternativa), as cascatas reacionais levam a
producao de C3 convertase e C5 convertase, resultando na formagao do complexo de ataque a
membrana (MAC) e na subsequente lise do patdogeno. Todavia, o 7. cruzi desenvolveu
estratégias de evasdo do sistema complemento que se concentra na interrupgao ou inibig¢do da
formacdo do C3 convertase, intermedidrio essencial para o desenvolvimento de todas as
respostas mediadas pelo complemento (CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016;
CESTARI et al., 2013; LIDANI et al., 2017).

2.2.3 Tratamentos tripanocidas atuais

O tratamento medicamentoso para doenca de Chagas ¢ dividido em: etiologico, no qual
o alvo do tratamento € o parasito, e ndo etioldgico, que visa tratar as manifestacdes clinicas
(ECHEVERRIA; MORILLO, 2019). O tratamento etiolégico compreende, atualmente, a

utilizagdo de dois medicamentos: nifurtimox ¢ benzonidazol.
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Durante o inicio da década de 50, compostos contendo a por¢do nitrofurano foram
investigados frente modelos infectados com 7. cruzi, evidenciando a potencialidade do derivado
nitrofurazona, que, por sua vez, serviu como estrutura base para o desenvolvimento do farmaco

nifurtimox (Figura 6).

Figura 6 - Derivados nitrofuranos tripanocidas (a) nitrofurazona e (b) nifurtimox

Fonte: Patterson, Fairlamb (2019).

O nifurtimox € um pré-farmaco ativado por nitroredutases do tipo 1 presentes do 7. cruzi
(TeNTR). O mecanismo de a¢do do nifurtimox ainda ndo foi inteiramente elucidado, porém
compreende-se que a sua agdo envolve alteragao no ciclo redox e na formagao de radicais livres,
que sdo responsaveis por ocasionar lesoes nos parasitos (MAZZET] et al., 2021). As limitacdes
do tratamento incluem a alta incidéncia de efeitos adversos, tais como desordens gastrintestinais
(anorexia, nduseas e desconforto abdominal) e alteracdes relacionadas ao sistema nervoso
central (insonia, irritabilidade e desorientacdo), além de surgimento de resisténcia aos
compostos nitroheterociclicos, que parece estar associada a perda de uma copia do gene TcNTR.
Portanto, devido a alta toxicidade, durante os anos 80, o nifurtimox foi suspenso no Brasil,
Argentina, Chile e Uruguai. Atualmente, ¢ autorizada sua utilizacdo nesses paises quando o
tratamento com o benzonidazol ¢ ineficaz (COURA; CASTRO, 2002; ECHEVERRIA;
MORILLO, 2019; RIBEIRO et al., 2020).

O benzonidazol (Figura 7) foi recentemente aprovado pela FDA para o tratamento da
doenca de Chagas em pacientes na faixa etaria de 2 a 12 anos. Esse derivado imidazdélico nao
possui 0 mecanismo de a¢do elucidado, entretanto ¢ sugerido que também envolva a reducgao
por TcNTR que ocasionam efeito citotoxico aos parasitos por formas adutos nas
macromoléculas de DNA e RNA, além de induzir aumento na fagocitose e lise do parasito, e
inibir seu crescimento pela agdo da enzima fumarato redutase. Adicionalmente, existem

hipoteses de que o benzonidazol desenvolva uma agdo imunomoduladora ao aumentar a
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expressio de IFN-y (ECHEVERRIA; MORILLO, 2019; MAZZETI et al., 2021; RAJAO et
al., 2014; RIBEIRO et al., 2020).

Figura 7 — Benzonidazol
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Fonte: Patterson, Fairlamb (2019).

Todavia, o benzonidazol provoca um amplo espectro de efeitos adversos, dentre os quais
destacam-se as reacdes de hipersensibilidade, intolerancia digestiva, anorexia, astenia, dores de
cabeca, distirbios no sono, neuropatia, entre outros. Resisténcia medicamentosa dos
protozoarios de 7 cruzi ao benzonidazol também vém sendo ocasionalmente reportado. Assim,
existe um indice consideravel de pacientes que abandonam o tratamento (ALDASORO et al.,
2018; ECHEVERRIA; MORILLO, 2019).

Embora nenhuma adi¢do tenha sido feita a esse arsenal terapéutico h4 mais de 50 anos,
ambos farmacos apresentam bons indices de cura na fase aguda da infec¢do, com valores
variando de 60 a 85% de cura, alcangando até 100% no caso de transmissdo congénita. Nao
obstante, a eficdcia desses compostos decai significativamente durante a etapa cronica da
doenga (5-20%), além de apresentar diferentes perfis de eficicia a depender da regido
geografica devido a variabilidade genética entre cepas da espécie (MALIK; SINGH;
AMSTERDAM, 2015; PATTERSON; FAIRLAMB, 2019; RAJAO et al., 2014).

Portanto, em vista do limitado arsenal terapéutico e da necessidade da obtencdo de
compostos eficazes no tratamento da etapa cronica da doenca, ressalta-se a necessidade de

novos farmacos que possam suprir essa demanda.

2.3  Planejamento e desenvolvimento de novos farmacos por intermédio da Quimica

Medicinal

No decorrer das ultimas décadas, aproximadamente 100 bilhdes de ddlares tém sido

investidos anualmente no desenvolvimento de novos fAirmacos por industrias farmacéuticas,
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indicando a relevancia da descoberta de novos agentes bioativos para as mais diversas
enfermidades (DENG et al., 2020). Nesse contexto, o emprego das estratégias da quimica
medicinal apresenta-se indispensavel para obtengao racional de farmacos.

Assim, a quimica medicinal compreende uma ciéncia multidisciplinar com foco no
desenho estrutural, invencao, descoberta, identificagdo e sintese de novos compostos bioativos,
bem como o estudo da relagdo entre a estrutura quimica desses e os parametros farmacologicos
observados em testes, tais como relacdo estrutura-atividade, absorcdo, distribuigdo,
metabolismo, eliminagao e toxicidade (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007; SILVA, 2013).

Durante as etapas iniciais do planejamento do fairmaco, diferentes estratégias podem ser
empregadas a fim de obter novos compostos bioativos de forma racional. Dentre essas, destaca-
se a abordagem fisiologica, na qual o foco trata-se do mecanismo de ac¢do visado. Essa via
requer o conhecimento do processo fisiopatologico, alvos e moléculas enddgenas envolvidas
(BARREIRO; FRAGA, 2015).

A disponibilidade de informagdes sobre a estrutura tridimensional do alvo, em especial
acerca do sitio ativo, permite o desenho da estrutura molecular da nova entidade quimica,
possibilitando determinar sua a¢do (agonista/ativador ou antagonista/inibidor) e afinidade (tipos
de interagdes) sob o alvo, de modo que possa complementar geométrica e eletrostaticamente o
sitio ativo. Essa estratégia ¢ denominada desenho de farmacos baseado na estrutura (structure-
based drug design, SBDD) (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2018; MONTANARI,
2011). A estrutura ¢ comumente obtida por técnicas de cristalografia de raio X e ressonancia
magnética nuclear (RMN), e ¢ base para experimentos baseados na estrutura, como triagens
virtuais de alto rendimento, docking molecular, dindmica molecular, modelagem por
homologia, entre outros (LEELANANDA; LINDERT, 2016; NASCIMENTO; AQUINO;
SILVA-JUNIOR, 2022).

Em contrapartida, a auséncia da estrutura do alvo redireciona a estratégia para o
planejamento a partir da estrutura do ligante endégeno, sendo assim um desenho de fA&rmacos
baseado no ligante (ligand-based drug design, LBDD). Com isso, diversas técnicas foram
desenvolvidas com o passar dos anos a fim de identificar caracteristicas relevantes do(s)
ligante(s), envolvendo: andlise da similaridade dos ligantes, procura pelo farmaco6foro, relagao
quantitativa estrutura-atividade e triagem virtual baseada no ligante (BACILIERI; MORO,
2007; FERREIRA; ANDRICOPULO, 2018).

A partir dessas premissas, surgiu a estratégia de desenho de farmacos baseado no

fragmento (fragment-based drug design, FBDD), desenvolvida e largamente empregada,
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especialmente em escala industrial, durante as duas ultimas décadas. Essa baseia-se na
avaliagdo preliminar de determinados fragmentos no alvo bem conhecido e, a partir dos acertos,
sao realizados acréscimos a estrutura a fim de obter compostos leads, com propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas desejaveis. Por meio dessa abordagem, varios
medicamentos tém sido desenvolvidos e utilizados na clinica, tal como o vemurafenibe, um
inibidor da atividade oncogénica da B-Raf quinase (LI, 2020; MURRAY; REES, 2009; SOUZA
NETO et al., 2020).

Aliados a essas e as mais diversas abordagens para o desenho e planejamento de novos
farmacos, diversos métodos que visam o desenvolvimento e avaliacdo desses surgiram.
Atualmente, os métodos in silico se destacam durante as etapas iniciais para obten¢ao de novas
moléculas bioativas, desde a construgdo da estrutura até avaliagdes preliminares da potencial

atividade (KUMAR; JHA, 2017).

2.3.1 Meétodos in silico

O processo tradicional de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo,
compreendendo varias etapas que demandam um alto investimento e tempo prologado, que
estima aproximadamente 15 anos. Embora o desenvolvimento de cada medicamento apresente
variagoes a depender da espécie quimica, tais como metodologias e tempo de estudo, dados
recentes indicam um gasto de US$944 milhdes a US$2,8 bilhdes por medicamento, com
tendéncia crescente com o passar dos anos (SIMOENS; HUYS, 2021). Todavia, ha um alto
indice de falha durante esses processos, nos quais cerca de 90% dos farmacos que chegam as
fases clinicas sdo eventualmente descartados. Aproximadamente 75% das falhas ocorrem
devido a erros nas fases da descoberta e planejamento (LEELANANDA; LINDERT, 2016).

Assim, o desenho de medicamentos auxiliado por computador (computer-aided drug
design, CADD) tém se tornado um campo de estudos emergente devido ao potencial de otimizar
a obtenc¢do do farmaco, ao reduzir o custo (em cerca de 50%) e duragdo dos processos, atuando
principalmente nas etapas iniciais, decisivas para o sucesso da pesquisa. Desse modo, a
principal vantagem da utilizacdo de métodos de CADD ¢ a selecdo de compostos promissores
para avangar para os estudos biologicos, baseando-se em triagens racionais realizadas nos alvos
de interesse por simulacdo em softwares computacionais e em predicdes de propriedades
farmacocinéticas (NASCIMENTO; AQUINO; SILVA-JUNIOR 2022; SURABHI; SINGH,
2018; VEMULA et al., 2022).
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2.3.1.1 Docking molecular

O docking molecular trata-se de uma técnica utilizada para determinar a conformacgao e
orientagdo da molécula em avaliacao no sitio escolhido do alvo macromolecular, utilizando
complementariedade estérica e interagdes eletrostaticas para quantifica-lo e, a partir disso,
designar o complexo mais estavel (Figura 8) (VEMULA et al., 2022). Portanto, esse método in
silico ¢ frequentemente utilizado devido a viabilidade da sua aplicagdo como uma alternativa
para antecipar a orientacdo de candidatos a farmacos frente ao alvo a fim de prever a sua
afinidade e, consequentemente, provavel atividade farmacoldgica (CHAUDHARY; MISHRA,
2016).

Figura 8 - Processo de docking molecular

Complexo
alvo-ligante

Fonte: Liao et al. (2013).

Como observado na Figura 8, a principio o processo pode ser visualizado como um
modelo chave e fechadura, no qual a conformagdo do ligante tende a ser modificada para
otimizar o encaixe no alvo, tendo em vista que o programa simula diversas posigdes de
complexacdo entre esses. Assim, a estabilizacdo desses complexos ¢ desenvolvida por
intermédio das interacdes realizada entre os componentes, € podem ser classificadas nos
seguintes tipos: forcas eletrostaticas (dipolo-dipolo, ion-dipolo, idnica), eletrodinamica
(interacdes de Van der Waals), estéricas (causadas por entropia) e relacionadas ao solvente
(ponte de hidrogénio e interacdes hidrofobicas) (CHAUDHARY; MISHRA, 2016; CHEN;
SEUKEP; GUO, 2020; LTAO et al., 2013).
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As estruturas tridimensionais do alvo s3o depositadas, processadas, distribuidas e
obtidas em bases de dados, tais como o Protein Data Bank (PDB). Introduzido em 1971 em um
projeto conjunto entre Cambridge Crystallographic Data Center € Brookhaven National
Laboratory, o PDB compreende a principal repositdrio de estruturas proteicas. Atualmente €
manejado por quatro membros, que sdo PDBj, PDBe, Research Collaboration for Structural
Bioinformatics (RCSB) e Biological Magnetic Resonance Data Bank (BMRB), e contém acima
de 200.000 estruturas (LEELANANDA; LINDERT, 2016; PROTEIN DATA BANK, 2023;
SINGH; KUMAR, 2021).

Na indisponibilidade da estrutura do alvo de interesse, ¢ possivel criar um modelo
comparativo baseado na estrutura de uma proteina relacionada, por meio um processo
conhecido como modelagem por homologia. Esse consiste na previsdo da estrutura
fundamentando-se no principio de que sequéncias evolutivas semelhantes possuem estruturas
tridimensionais similares, pois conservam-se em maior grau do que a sequéncia de
aminoacidos. Desse modo, realiza-se a sele¢do de um alvo conhecido ¢ homologo ao de
interesse, no qual o grau de semelhanca ¢ diretamente proporcional a precisao do alvo previsto,
e realiza-se a construcdo do modelo utilizando algoritmos de modelagem comparativa. Assim,
o sucesso da modelagem por homologia vém sido bem documentado e continuamente mostrado
no Critical Assessment of Structure Prediction (CASP), um experimento comunitdrio que visa
avangar em métodos computagdo da estrutura 3D da proteina a partir da sequéncia de
aminoacidos (KRYSHTAFOVYCH et al., 2021; LEELANANDA; LINDERT, 2016;
MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019; SINGH, 2020).

2.3.1.2 Dinamica molecular

A dinamica molecular (DM) trata-se de uma técnica simulatéria que visa estimar
interacdes baseando-se nas propriedades estruturais, dinamicas e termodindmicas de um
sistema molecular (SALO-AHEN et al., 2021).

Inicialmente desenvolvida no inicio da década de 80, as simulagdes desenvolvidas por
DM podem prever como cada a&tomo em uma proteina, ou em outro sistema molecular, ird se
mover em funcdo do tempo, utilizando de um modelo fisico que rege as interacdes
interatomicas, conforme as leis de Newton. Desse modo, diferentemente do docking molecular,
a DM envolve a possibilidade de modificar a conformagao do alvo, permitindo a formacao de
um modelo flexivel e, consequentemente, mais fidedigno ao sistema bioldgico. Além da

modificagdo conformacional, ¢ possivel observar: a formagdo de ligagdo entre os ligantes;
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dobramento e agregacdo de proteinas ou peptideos; comportamento frente alteragdes, como
mutagdo, fosforilacdo, protonacdo, adicdo ou remogdo de ligantes, entre outros
(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018; LIU et al., 2018; SALSBURY, 2010).

Complementarmente, além de permitir identificar a posi¢ao dos atomos durante
qualquer periodo de tempo durante a analise, também se apresenta como vantagem da DM a
capacidade de controlar com precisdo as varidveis do sistema, tais como: a conformagao inicial
da proteina, ligantes ligados a ela, presenca de mutacdes ou modificacdes pds-traducionais,
moléculas presentes no sistema, temperatura, pressao, pH, voltagem através da membrana, e
assim por diante (HOLLINGSWORTH; DROR, 2018).

Desse modo, a utilizacdo dessa ferramenta apresenta vantagens desde a validacdo do
alvo, até a otimizac¢ao e obten¢do de compostos /eads. Assim, a abordagem em conjunto com o
docking molecular t€ém se tornado cada vez mais comum e viavel, especialmente apds a
realizacdo da docagem a fim de otimizar as interagdes realizadas no complexo mais estavel
obtido. Segue na Figura 9 o fluxo de trabalho baseado na utilizacdo de ambas as técnicas

combinadas durante as etapas de planejamento e desenvolvimento de candidatos a fAirmacos

(GANESAN; COOTE; BARAKAT, 2017; SALO-AHEN et al., 2021).

Figura 9 - Fluxograma de utilizagdo de técnicas de modelagem molecular para obtencao de
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Fonte: Adaptado de Liu et al. (2017).

2.3.1.3 Predi¢do farmacocinética

Define-se farmacocinética como o estudo o curso do tempo da concentragao do farmaco

em diferentes fluidos e tecidos do corpo apo6s sua administracdo, compreendendo as etapas de
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absorcdo, distribui¢do, metabolismo e excrecdo, além da avaliacdo da toxicidade (ADMET)
(ZHAI et al., 2020).

O estudo e o entendimento dos parametros avaliados por esse ramo sdo de essencial
importancia para a obtencdo de farmacos eficientes e impactam significativamente o
desenvolvimento de candidatos a farmacos, desde a selecdo de hits até avaliacdo pré-clinica.
Essa relevancia ¢ refletida no fato de que limitagdes na farmacocinética sdo uma das principais
causas de falha nos ultimos estagios do processo de desenvolvimento, estimando-se provocar
remocao de aproximadamente 40-60% de compostos durante as fases pré-clinicas (HONORIO;
MODA; ANDRICOPULO, 2013; SHAKER et al., 2021).

As avaliagdes farmacocinéticas tradicionais demandam recursos, tempo e questoes
éticas. Desse modo, devido aos avangos nos algoritmos de aprendizado de méaquina e conjuntos
de dados acumulados, as duas ultimas décadas apresentaram o surgimento e evolucdo da
predicdo dos perfis de ADMET, utilizando métodos computacionais. Assim, modelos
matematicos permitem a reducdo de dados farmacocinéticos a valores de parametros,
fornecendo informagdes € compreensao sobre os processos ADMET e prevendo o resultado em
diferentes cendrios de dosagem (OTA; YAMASHITA, 2022; SHAKER et al., 2021; WANG et
al., 2019; ZHAI et al., 2020).

Atualmente, esse servigo € disponibilizado online por meio de plataformas, tais como:
PreADMET 2.0, ALOGPS 2.1, SwissADME, DrugMint, LightBBB, CardPred, ToxinPred,
ProTox-II, ToxiPred, ADMETIab, pkCSM, Xenosite, entre outros (SHAKER et al., 2021).
Desse modo, ao estabelecerem uma correlagdo entre a estrutura quimica do composto e
propriedades de ADMET, esses modelos promovem a possibilidade de otimizar rapidamente
parametros associados a farmacocinética (ex.: solubilidade, lipofilia, area de superficie polar,
peso molecular, etc), alcangando vantagens a longo prazo ao, por consequéncia, aprimorar
parametros clinicos, como meia-vida, estabilidade e eficécia terapéutica (HONORIO; MODA;
ANDRICOPULO, 2013).

Em suma, a aplicabilidade e viabilidade desses métodos in silico se estende para uma
variada gama de estruturas quimicas, em especial para moléculas pequenas, a exemplo de
compostos contendo um nucleo heterociclico, que estd presente em aproximadamente 90% dos
farmacos sintéticos empregados na terapéutica. Dentre esses, destacam-se os compostos
heterociclicos nitrogenados, que correspondem a 95% dos farmacos heterociclicos, com os

nucleos indélico, quinolinico, acridinico, entre outros (BERNARDO; TONG, 2012; DAI et al.,
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2017; MENEGATTI; FRAGA; BARREIRO, 2001; VITAKU; SMITH; NJARDARSON,
2014).

2.4 Derivados acridinicos

O nucleo acridinico, também denominado como 10-aza-antraceno, dibenzopiridina ou
2,3,5,6-dibenzopiridina, ¢ um alcaloide do antraceno constituido por um sistema aromatico
triciclico, com um atomo de nitrogénio contido no anel central (GONI et al., 2022; SILVA et

al., 2022) (Figura 10).

Figura 10 - Estrutura quimica enumerada do nucleo acridinico
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Fonte: Goni et al., 2022.

Compostos acridinicos vém sendo estudados como agentes terapéuticos desde 1912, a
partir da capacidade do composto isolado do carvao de alcatrdo, acriflavina (Figura 11a), em
desempenhar uma boa atividade tripanocida, reportada por Ehrlich e Benda. Esse composto,
juntamente com seu derivado neutro e ndo-metilado, proflavina (Figura 11b), passaram a serem
utilizados no tratamento antibacteriano durante a Primeira Guerra Mundial, permanecendo em
destaque até o surgimento da penicilina. Complementarmente, um diferente derivado
acridinico, a mepacrina (Figura 11c), foi posteriormente desenvolvido e introduzido como
agente antimalarico durante a Segunda Guerra Mundial (KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012;
PONS et al., 2001; RUPAR et al., 2018; WAINWRIGHT, 2001).

Atualmente, o firmaco amsacrina (Figura 11d), um derivado 9-anilinoacridinico, é
utilizado amplamente na clinica como antineoplasico, em particular no tratamento de leucemias
linfocitica aguda refrataria e ndo linfociticas. Esse fArmaco quimioterdpico destaca-se por ter
sido o primeiro a desempenhar o mecanismo de acdao de veneno de topoisomerase II, no qual a
molécula € responsdvel por estabilizar o complexo covalente enzima-DNA, que induzem a

formacao de intermediarios nocivos para o metabolismo celular pelo aumento exacerbado de
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sucessivas quebras nas fitas de DNA, induzindo eventos mutagénicos e apoptoticos (GOMES
et al., 2022; JANGIR et al., 2012; KETRON et al., 2012). Adicionalmente, devido ao sistema
poliaromatico planar caracteristico do anel acridinico, a amsacrina se intercala entre os pares

de bases nitrogenadas de DNA (VENUGOPAL et al., 2022).

Figura 11 - Principais derivados acridinicos empregados na terapia farmacologica
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Fonte: Autoria (2024). (a) acriflavina; (b) proflavina; (c) mepacrina; (d) amsacrina.

Desse modo, os derivados acridinicos sdo visados devido a sua potencialidade
farmacologica para diversas finalidades, tais como anti-inflamatéria (MALLU;
THIRUMALAI; ASHARANI, 2017; SONDHI et al., 2010), antitumoral (KUMAR; KUMAR;
PRASAD, 2013; LANG et al, 2013), antibacteriana (GUNDUZ et al, 2019;
KUDRYAVTSEVA et al., 2017), antiparasitaria (AZIM et al., 2008; SANTELLI-ROUVIER et
al.,, 2004; YU et al., 2012), antiviral (SUVEYZDIS et al., 2000; TONELLI et al., 2011),
antifingica (KAYA; YILDIRIR; CELIK, 2015; OLIVEIRA, et al., 2019), entre outros.

A investiga¢do de compostos acridinicos com atividade quimioterapica apresenta maior
destaque no campo de pesquisa devido aos mecanismos classicamente inerentes a estrutura do

nucleo acridinico, a exemplo da interagdo com DNA.
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Compostos que interagem com DNA sdo classicamente divididos em trés categorias de
acordo com o mecanismo desempenhado. Sao eles: (a) ligacdo ao DNA por meio de proteinas,
como fatores de transcri¢cdo e polimerases; (b) ligacdo do RNA ao DNA, formando o hibrido
RNA-DNA ou estruturas triplas de DNA; (¢) ligagdo de compostos aromaticos ou heterociclicos
ao DNA por interagdo eletrostatica, ligacdo covalente ou intercalagdo entre os pares de bases
nitrogenadas (JOHARI-AHAR et al., 2023; SHI et al., 2019). Os derivados acridinicos
encaixam-se na ultima categoria e caracterizam-se por interagir por ligacdes nao-covalentes,
que, por sua vez, podem subdividir-se em: (i) atragdes eletrostaticas com o esqueleto anidnico
fosfato-agucar; (ii) interagcdes com os sulcos menor ou maior do DNA; (iii) intercalagdo entre
os pares de base pelo sulco maior ou menor do DNA; (iv) intercalacdo threading (Figura 12).
Dentre esses, as acridinas comumente interagem com o DNA por intercalagcdo entre as bases

nitrogenadas ou por ligacao aos sulcos (RESCIFINA et al., 2014).

Figura 12 - Interacdes reversiveis com o DNA
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Fonte: Autoria (2024).

A estrutura quimica de moléculas intercaladoras ¢ classicamente caracterizada pela
presenca de anéis aromaticos fundidos entre si, € atomos com carga positiva inserido no anel
e/ou como um substituinte de cadeia lateral (STREKOWSKI; WILSON, 2007). Desse modo, a
intercalacdo ocorre pela insercdo perpendicular da molécula entre os pares de bases de DNA,
formando o complexo reversivel DNA-intercalador estabilizado por interagdes de van der

Waals, ligacdo de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e/ou transferéncia de carga, causando
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uma modificagdo nos angulos de tor¢do entre os grupos acucar-fosfato, e consequente alteracao
na topologia da macromolécula com resultante alongamento, enrijecimento e desenrolamento
das hélices de DNA. Essas modificacdes estruturais promovem retardo ou inibigao dos
processos celulares, tais como a transcricdo e replicacio (FERGUSON; DENNY, 2007;
IHMELS; OTTO, 2005; MARTINEZ; CHACON-GARCIA, 2005).

Em contrapartida, compostos que interagem com os sulcos caracterizam-se pela
estrutura alifatica e/ou aromadtica contendo grupamentos cationicos que protonam em pH
fisiologico, a exemplo de poliaminas, mitomicinas, distamicinas e ciclopropilindoles. A
flexibilidade conformacional inerente a esses compostos permite a adaptagdo desses as
curvaturas das hélices do DNA e estabilizagdo da interacdo majoritariamente por forcas de Van
der Waals e ligagdes de hidrogénio, com as paredes do sulco e bases nitrogenadas,
respectivamente. Diferentemente do mecanismo por intercalagdao, nao ha extensa alteragao na
conformacdo do DNA (ALMEIDA et al., 2017, SNYDER; HENDRY, 2005; STREKOWSKI;
WILSON, 2007).

Nesse sentido, diante da notoriedade atribuida a potencialidade quimioterapica do
nucleo acridinico, podemos ressaltar a relevancia dos seus derivados como potenciais agentes

leishmanicida e tripanocidas.

2.4.1 Derivados acridinicos com a¢do leishmanicida

O inicio da avaliacdo da atividade de derivados acridinicos contra espécies de
Leishmania sp. ¢ documentada a partir da Gltima década no século 20, com a determinagao do
potencial leishmanicida in vitro frente formas promastigotas de L. chagasi e L. donovani. O
trabalho realizado por Werbovetz e colaboradores (1992) selecionou compostos acridinicos
conhecidos e inéditos com atividade estabelecida como inibidores de topoisomerase II,
demonstrando valores de LDyo abaixo de 25 uM para mepacrina (LDgo = 2 uM frente L.
chagasi) (Figura 8c) e derivados 9-aminoacridinicos, em especial o composto p-metdxifenil
(LD9o =9 uM frente ambas cepas) (Figura 13a).

Semelhantemente, novos derivados 9-aminoacridinicos foram sintetizados e avaliados
por Mauel e colaboradores (1993) frente cepas de L. major. Os compostos, em sua maioria, em
concentragdes iguais ou menores que 1 pM, demonstraram inibi¢do no crescimento de
macrofagos infectados com amastigotas de L. major acima de 80%, além de diminuir a

viabilidade e motilidade do parasito. Dentre esses, o0 composto 1’-hexilamino-9-anilinoacridina
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(Figura 13b) se destacou como um dos compostos mais ativos contra formas amastigostas livres
e intracelulares, além de desempenhar baixa toxicidade frente células de Jurkat (ICso =17 uM),

sugerindo boa seletividade ao parasito.

Figura 13 - Derivados 9-aminoacridinicos ativos contra L. chagasi, L. donovani e L. major.
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Fonte: Autoria (2024). (a) derivado p-metdxifenil avaliado por Werbovetz et al. (1992); (b) derivado 1°-
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hexilamino-9-anilinoacridina sintetizado por Mauel et al. (1993).

Esses resultados promissores impulsionaram a continuidade de estudos paralelos a fim
de alcangar esse objetivo por diversos grupos de pesquisa, e sdo reportados nos trabalhos de
Ahua et al. (2004), Astelbauer et al. (2011), Carole et al. (2005), Chibale et al. (2001), Gamage
etal. (1997), Giorgio et al. (2003, 2007), Girault et al. (2000), Peniche et al. (2014), entre outros.

Mais recentemente, baseando-se na estrutura da mepacrina, 8 novos compostos hibridos
tiofénicos-acridinicos foram sintetizados e avaliados frente formas promastigotas de L.
amazonensis por Serafim e colaboradores (2018). Os resultados mostraram uma boa atividade
antipromastigota dos compostos da série ACS, associado a um baixo indice de hemolise > 1000
uM, em especial os compostos ACSo1 € ACSo2 (Figura 14), cujo resultados foram superiores
aos farmacos controle positivo (antimonais tri e pentavalentes), com valores de ICso de 9,60 +
3,19 ¢ 10,95 £ 3,96 uM, respectivamente. Esses compostos foram posteriormente avaliados em
cepas de L. amazonensis resistentes a antimoniais, demonstrando resultados relativamente
maior que os anteriores, com o0s respectivos valores de ICso de 14,83 = 0,44 ¢ 16,36 = 1,7 uM.
Adicionalmente, avaliou-se o possivel mecanismo de a¢do desses compostos pela interagdo
com DNA por espectroscopia de ultravioleta, no qual ambos apresentaram constante de ligacao

de 10* M, caracteristico de compostos intercalantes.
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Figura 14 - Compostos hibridos tiofénicos-acridinicos
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Fonte: Serafim et al. (2018).

Aucamp e colaboradores (2020) desenvolveram um trabalho baseando-se na
potencialidade antiparasitaria de derivados da artemisina hibridizados com o ntcleo acridinico.
Esses compostos, juntamente com derivados acridinicos intermediarios, foram avaliados in
vitro frente trés cepas promastigotas de Leishmania: duas de L. donovani e uma de L. major.
Os derivados de acridina sintetizados (intermediarios e hibridos) foram considerados ativos
contra todas as trés cepas, com valores de ICso na ordem de micromolar e sub-micromolar. No
entanto, esses nao apresentaram um indice de seletividade desejavel (SI < 10) para o parasito
quando avaliada toxicidade em células de ovario de hamster chinés. Entretanto, ¢ dado destaque
aos compostos 19 e 20 (Figura 15), os quais apresentaram valores de ICso < 0,40 uM para todas
cepas, e indices de seletividade acima do que apresentado pelas artemisinas utilizadas como

farmacos de referéncia (di-hidroartemisina, arteméter, artesunato, anfotericina B e emetina).
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Figura 15 - Compostos hibridos artemisinicos-acridinicos

Cl
20
L. donovani 1S: IC55= 0,38 uM. SI = 4. L. donovani 1S: 1C55= 0,37 uM. SI = 3.
L. donovani 9515: 1C55 = 0,32 uM. SI=5. L. donovani 9515: 1C55 = 0,17 uM. SI =17.
L. major: IC5, = 0,29 uM. SI = 6. L. major: IC5y = 0,23 uM. SI = 5.

Fonte: Aucamp, Zuma (2020).

Por fim, Almeida e colaboradores (2021) avaliaram a atividade de compostos espiro-
acridinicos, previamente sintetizados e investigados quanto a agcdo antitumoral por Almeida et
al. (2016) e Gouveia et al. (2018). A andlise in vitro frente formas promastigotas de L. infantum
demonstrou a poténcia dos compostos AMTAC 01 e 11 (Figura 16), com valores de 1Cso de
2,039 e 1,109 pg mL!, respectivamente. Esses foram selecionados e avaliados sob as formas
amastigotas, no qual o AMTAC 11 demonstrou um 6timo desempenho ao ser capaz de inibir o
crescimento do parasito 33,2% a mais que o composto de controle (anfotericina B). Esse
derivado espiro-acridinico apresentou o ECso de 0,974 ug mL!, e ndo toxicidade as células

PBMC (>100 pug mL™), resultando em um indice de seletividade acima de 102,67.
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Figura 16 - Derivados espiro-acridinicos ativos contra L. infantum
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Fonte: Almeida et al. (2021).

2.4.2 Derivados acridinicos com acdo tripanocida

Relatos na literatura relacionados a estudos envolvendo a avaliacdo de derivados
acridinicos frente 7. cruzi sao escassos. Inicialmente, foram avaliadas a potencialidade
tripanocida de farmacos acridinicos ja estabelecidos, visando reposiciona-los para essa
finalidade. Desse modo, Hammond, Hogg ¢ Gutteridge (1985) avaliaram a atividade dos
compostos acranil, aminacrina e mepacrina (Figura 17) frente formas tripomastigotas e
epimastigotas de 7. cruzi por microscopia oOtica e microscopia de fluorescéncia. Nao foram
estabelecidos valores de ICso, porém observou-se, para os trés compostos, a capacidade de
alterar a morfologia e quantidade de parasitos em diferentes concentragdes (107, 2,5x10,

6,2x107 e 1,5x107° M).

Figura 17 — Farmacos acridinicos acranil, aminacrina e mepacrina, respectivamente.
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Fonte: Hammond, Hogg, Gutteridge (1985).
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Para as formas tripomastigotas, nas diferentes concentragdes, observou-se a capacidade
de extinguir os parasitos, diminuir a quantidade de protozodrios em relacdo ao controle e
deformar sua morfologia. Enquanto que, para as formas epimastigotas, os trés farmacos
desempenharam atividades iguais nas concentracdes avaliadas, nos quais se observou a
presenca de organismos mortos nas concentracdes de 107 e 2,5x10% M. Posteriormente,
avaliou-se o efeito nos niveis de nucleotideos de adenina e acido 2,3-difosfoglicérico em
globulos vermelhos humanos nas mesmas concentragdes anteriormente utilizadas,
demonstrando valores semelhantes ao controle negativo (auséncia de farmaco), indicando
minima interacdo com células do hospedeiro. Subsequentemente, Jacoby e colaboradores
(1996) observaram também a capacidade da mepacrina em inibir tripanotiona redutase, uma
importante enzima para sobrevivéncia do parasito.

A partir desses resultados, Osuna e colaboradores (1988) sintetizaram 23 novos
derivados acridinicos e os avaliaram in vitro frente formas tripomastigotas metaciclicas de 7.
cruzi nas concentragdes de 1 e 10 pg mL!. Os resultados demonstraram o perfil tripanocida dos
compostos, destacando-se o composto 4e (2-(acridin-9-iltio)-N, N-dimetiletanamina, figura 18),
que em ambas concentragdes inibiu em 100% o crescimento e motilidade do 7. cruzi, e nao
apresentou toxicidade em células HelLa. Esses resultados foram mais promissores que o
farmaco nifurtimox, que apresentou entre 70-99% de inibigdo do crescimento na concentracao

de 10 pg mL! e de 1-39% na concentragdo 1 pg mL™.

Figura 18 - Derivado 2-(acridin-9-iltio)-N, N-dimetiletanamina

Fonte: Osuna et al. (1988).

Nos estudos realizados por Girault e colaboradores (2000), avaliou-se o efeito
antiparasitario in vitro de bis-acridinas. Os resultados sob formas amastigotas de 7. cruzi
demonstraram bons indices de atividade antiamastigota para os compostos 13, 15 e 16 na menor

concentracgdo testada (1,56 uM) de 60, 40 e 70% de inibi¢do no crescimento, respectivamente.
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Dentre esses, destaca-se o composto 16 (Figura 19) como mais promissor da série, devido a
inibicdo de 90% do crescimento apresentado na concentracdo de 3,13 puM, e menor
citotoxicidade frente células MRC-5 em relacdo aos demais compostos, apresentando, na
concentracdo de 3,13 uM, 43% de citotoxicidade. Entretanto, os resultados nao foram
superiores ao do composto controle, o benzonidazol, que apresentou o ICso mensurado de 3130

nM e CCso > 50 uM.

Figura 19 - Derivado bis-acridinico 16

Fonte: Girault et al. (2000).

Similarmente, derivados bis-acridinicos foram avaliados contra amastigotas de 7. cruzi
e macrofagos J774 por Caffrey e coautores (2007). Entretanto, apenas um dos compostos
(derivado 15, figura 20) apresentou atividade, considerada intermediaria, na concentracao de
10 uM. Todas as bis-acridinas foram ineficazes em 5 uM, e o composto 3 foi diretamente

citotoxico para os macrofagos.

Figura 20 - Composto bis-acridinico 15 ativo frente 7. cruzi

OCH; H,CO

Fonte: Caffrey et al. (2007).
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Mais recentemente, Manchester e colaboradores (2013) avaliaram o efeito da acriflavina
(Figura 1la) em formas epimastigotas de 7. cruzi e os resultados obtidos pelo grupo
demonstraram que, nas concentragdes de 5, 10, 25 e 50 pg mL™!, o composto reduziu a
proliferagdo celular em 5, 14, 40 e 55%, respectivamente, apos 48 horas de tratamento.
Adicionalmente, observou-se alteragdo no DNA do cinetoplasto a partir da menor concentragao
avaliada (5 pg mL™"). Em concentragdes mais altas, dentre as alteragdes observadas, constatou-
se que o cinetoplasto perdeu sua estrutura normal em forma de disco, e o arranjo fibrilar foi
transformado em uma massa compacta e amorfa dentro da mitocondria.

Logo, mesmo diante de poucas pesquisas que investiguem essa tematica, sao observados
resultados promissores que podem sugerir um potencial inerente ao nicleo acridinico.

Portanto, considerando o nucleo acridinico como um promissor scaffold para o
desenvolvimento de compostos ativos contra parasitos da familia Trypanosomatidae, esse
trabalho objetivou a o planejamento, a sintese e avaliagdo farmacoldgica de derivados
acridinicos, abordando, por meio de dois capitulos, a investigacdo do potencial de um nucleo
inédito e a investigacdo da atividade antiparasitaria de compostos espiro-acridinicos

conhecidos, a fim de obter compostos leishmanicidas e tripanocidas potentes e eficazes.
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3 CAPITULO 1 - SINTESE E AVALIACAO DO POTENCIAL LEISHMANICIDA
DE UM DERIVADO TRIAZOLIDINICO-ACRIDINICO

3.1  Objetivos

3.1.1 Objetivos gerais

Sintetizar um derivado acridinico e avaliar sua atividade antileishmania in vitro,

determinar mecanismos de a¢do responsaveis pela possivel acdo farmacolégica in silico e in

vitro.

3.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse estudo envolverdo:

a)
b)

c)

d)

e)

g)

Sintetizar os compostos intermediario e composto final;

Avaliar a atividade leishmanicida do composto final frente formas amastigotas e
promastigotas de Leishmania amazonensis;

Determinar a citotoxicidade em macrofagos J774 por ensaio de MTT e citometria
de fluxo;

Avaliar o efeito microbicida em macréfagos infectados com formas amastigotas de
L. amazonensis;

Analisar a capacidade do composto em alterar a producdo de citocinas pelos
macréfagos;

Determinar a influéncia na produgdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio;
Desenvolver um estudo tedrico de possiveis mecanismos de acdo in silico por

docking molecular, dinamica molecular e MM-PBSA.
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3.2  Metodologia

3.2.1 Sintese do composto acridinico

O composto acridinico proposto havia sido anteriormente desenvolvido pelo grupo de
estudos do Laboratério de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos da Universidade Estadual
da Paraiba. A sintese, caracterizagdo fisico-quimica e estrutural estdo descritas no trabalho de
Moura (2019).

A rota sintética empregada para obtencao do derivado triazolidinico-acridinico foi uma
via plena linear. A obten¢do do intermedidrio N-fenilhidrazina-carbiotiamina (3) ocorreu pela
reacdo nucleofilica de adigdo entre os produtos de partida tiossemicarbazida (1) e
fenilisotiocianato (2), em meio etandlico a 50 °C. A partir desse composto, realizou-se a reagao
com o nucleo 6,9-dicloro-2-metoéxi-acridina (4) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) por
meio de uma reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica, em meio etandlico e acido, em
temperatura de refluxo (78 °C), obtendo-se o composto final que, por sua vez, realiza uma
ciclizacdo espontanea resultando em um derivado triazolidinico-acridinico (ACW-02)

(Esquema 1).

Esquema 1 - Esquema geral de sintese do derivado ACW-02

HN—NH
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Fonte: Autoria (2024). (a) EtOH, 50 °C; (b) EtOH, HCI, 78 °C.
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3.2.1.1 Procedimento de sintese do intermediario N-fenilhidrazina-carbiotiamida

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se 0,2000 g de tiossemicarbazida
e 0,3000 g de fenilisotiocianato (equivaléncia molar 1:1), em 10 mL de etanol. O sistema
reacional foi deixado em agitacdo, a uma temperatura de 50° C, durante aproximadamente 1
hora. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). Apos
a finalizacao, a precipitacao do produto foi promovida
pela adicao de etanol gelado ao sistema. O precipitado do produto foi filtrado e lavado com

etanol gelado.

3.2.1.2 Procedimento de sintese do composto final 4-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-1,2,4-
triazolidina-3,5-ditiona (ACW-02)

A sintese do composto triazolidinico-acridinico foi realizada em um baldo de fundo
redondo, de 100 mL, partindo de 0,2000 g do nucleo 6,9-dicloro-2-metoxi-acridina € 0,1630 g
do intermediario carbotioamida, obtido na etapa anterior (equivaléncia molar 1:1). Ao baldo,
adicionou-se 8 mL de etanol e 2 gotas de HCI, deixando o sistema reacional em agitagao
magnética e a temperatura de refluxo do solvente (78 °C), durante aproximadamente 1 hora. A
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). Apos a
finalizagdo, a precipitag@o do produto final foi promovida pela adigao de 4gua destilada gelada.
O precipitado foi filtrado e subsequentemente lavado com dgua destilada gelada. A fim de obter

0 composto com maior pureza, apos a secagem esse foi recristalizado em solugao de etanol.

3.2.2 Avaliagéo da atividade antileishmania

3.2.2.1 Cultivo das culturas de L. amazonensis

As culturas de amastigotas da linhagem MHOM/BR/pH8 de L. amazonesis foram
mantidas em criopreservagdo até serem transferidas para meio de cultura NNN (Novy-
MacNeal-Nicolle) e cultivadas a 26 °C até que os parasitos atingissem a fase de crescimento
logaritmico. Em seguida, a suspensdo foi transferida para meio de cultura Schneider (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e 0,2% de

sulfato de gentamicina, a 26 °C, para que os parasitos voltassem a fase logaritmica de
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crescimento. Apds essa etapa, as formas promastigotas foram incubadas a 37 °C, produzindo
uma curva de crescimento e a formagao das cepas axénicas de amastigotas.

As formas promastigotas da cepa MHOM/BR/pH8 de L. amazonensis foram
preservadas em meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) suplementado com 20% de
soro fetal bovino (FBS) e 1% de estreptomicina/penicilina, a 26 °C, em incubadora B.O.D —J.
Prolab, modelo JP. 100 (LBCM/CPAM). As formas promastigotas foram utilizadas na fase de

crescimento exponencial em todas as etapas do experimento.

3.2.2.2 Avaliagdo da atividade antiamastigota

A determinagdo da concentracdo inibitoria do composto sintetizado capaz de eliminar
50% dos parasitos em culturas de amastigotas de L. amazonensis (ICso) foi realizada por meio
da utilizagdo do método do MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)
(Sigma-Aldrich). Em uma placa de 96 pocos, o composto foi diluido nas seguintes
concentragdes: 0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 ug mL!. Paralelamente, 2,0x10°
amastigotas axénicas foram distribuidos por pogo. As placas foram incubadas por 24 h, a 37 °C,
com 5% de CO,. Em seguida, foram adicionados 10 pL do reagente MTT por poco ¢ as culturas
foram reincubadas por um periodo de 4 h. Posteriormente, apos o tempo de incubagao, 50 pL
de DMSO foram adicionados a cada pogo para a solubilizagdo dos cristais de formazan. As
absorbancias foram lidas em um espectrofotdometro de placa SpectraMAX GeminiXS ®
(Molecular Devices LLC) em um comprimento de onda de 570 nm. Como controle positivo,

utilizou-se o farmaco comercial Anfotericina B®.

3.2.2.3 Avaliagao da atividade antipromastigota

A metodologia para avaliagdo da atividade antipromastigota em cepas de L.
amazonensis baseou-se na contagem em camara de Neubauer. Formas promastigotas na fase de
crescimento logaritmico foram coletados, contados e diluidos em meio Schneider (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA), suplementado com 20% FBS, na concentragio de 1x10° células mL-
I, Posteriormente, as células foram incubadas com diferentes concentragdes do composto (10;
5; 2,5, 1,25; ¢ 0,625 pg mL™"). O controle negativo consistiu de células incubadas apenas em
meio Schneider, enquanto o controle positivo compreendeu o uso do medicamento comercial

Anfotericina B®. O crescimento da cultura foi observado apds 72 horas de incubagdo a 25 °C
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por contagem de células vidveis usando uma camara de Neubauer e calculado usando a seguinte

equagdo (1):

No. Leishmania/mL = No. de células contadas x No. de
quadrantes da cAmara de Neubauer x dilui¢io usada x 10*

(fator de corregio da camara de Neubauer) (D)

A concentracdo que inibe 50% do crescimento do parasito (ICso) foi o pardmetro
utilizado para estimar a inibi¢ao do crescimento. Portanto, a ICso foi determinada apds 72 horas
de cultivo por anélise de regressao linear com o software SPSS 8.0 para Windows. Cada teste

foi realizado em 2 experimentos independentes, com diferentes culturas, e em triplicata.

3.2.3 Avaliacdo da citotoxicidade em macrdfagos

3.2.3.1 Cultivo das culturas de macrofago J774A.1

O cultivo de macrofagos J774A.1 (ATCC TIB-67) foi mantido sob criopreservacdao. O
processo de descongelamento iniciou-se com a transferéncia do conteudo criopreservado para
um tubo Falcon contendo 5 mL de meio de cultura DMEM (Gibco®), suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado, além de 1% de aminoacidos ndo essenciais € 1% de sulfato de
gentamicina. O tubo foi centrifugado, as células foram ressuspensas e transferidas para um

frasco de cultura mantido em incubadora a 37 °C com 5% de COs.

3.2.3.2 Avaliagao do efeito citotoxico pelo método do MTT

A avaliacdo da citotoxicidade do composto sintetizado sobre os macrofagos seguiu a
mesma metodologia previamente exposta no topico “3.2.2.3 Avaliacdo da atividade
antipromastigota”. Para esse experimento, em especifico, foram distribuidos macréfagos na
concentragdo 1,0x10° por pogo €, apos a adigdo de todos componentes, a placa foi encubada

durante 2 horas. Ap0s essa etapa, o experimento se segue conforme anteriormente descrito.

55



3.2.3.2 Avaliagdo do efeito citotoxico por citometria de fluxo

O ensaio de citotoxicidade em macrofagos JJ74 A.1 foi realizado pelo método de dupla
coloragao de Anexina V-FITC/PI por citdmetro de fluxo BD LSR For-tessaTM ®. As analises
ocorreram em placas de 96 pogos, distribuindo-se 4x10* macrofagos por pogo, com adigio da
molécula nas concentracdes de 1, 16 € 32 ug mL!. Estes foram incubados em meio DMEM ®
por duas horas, a 37 °C, com 5% de CO». Posteriormente, 2 pL. de anexina + 2 pL de PI foram
adicionados a cada pogo, seguidos de dez minutos de incubagdo. Por fim, as placas foram
centrifugadas, com a retirada de 100 puL do sobrenadante e a adi¢ao de 200 pL de soro
fisioldgico. As células ativadas por fluorescéncia foram analisadas em um citometro de fluxo.

As analises foram realizadas em sextuplicata.

3.2.4 Avaliagéo do efeito microbicida

As células de macrofagos J774A.1 foram quantificadas e distribuidas (1,5x10°
células/poco) em uma placa de 24 pogos, em meio DMEM, acrescentando-se laminulas
previamente lavadas em cada pogo para promover a adesao celular. As células foram incubadas
durante duas horas, a 37 °© C, com 5% de CO2. Apds ao processo de adesdo celular, os pocos
foram lavados com solucdao tampao fosfato pH 7,2; 37 °C, seguido da adicdo das formas
amastigotas de L. amazonensis (1,5x10%pogo). Para promover a infecgdo dos macrofagos, estes
foram incubados por 12 horas, a 37 °C, com 5% de CO2, em meio DMEM acrescido de 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB).

Para remover as leishmanias ndo fagocitadas, os pogos foram lavados trés vezes com
FTS estéril a 37 °C. A molécula foi entdo adicionada nas concentracdes mencionadas
anteriormente e a placa foi novamente incubada durante um periodo de tratamento de duas
horas. Por fim, o meio excedente foi removido, os pogos foram expostos a secagem e fixados
em metanol, sendo posteriormente corados com solugdo de Giemsa 10% e avaliados por
microscopia optica (1000x).

O efeito microbicida foi avaliado pela determinagdo da infeccdo em 200 macrofagos,
sendo expresso como produto da média de leishmanias fagocitadas pela porcentagem de
macrofagos infectados. Para determinar a porcentagem estimada de macréfagos aderidos as
laminulas, as células presentes em 10% das laminulas foram quantificadas com auxilio de

microscopia optica (400x).
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3.2.5 Andlise da producdo de citocinas por macréfagos

A quantificagdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF-a foi
realizada no sobrenadante de culturas celulares de macrofagos J774A.1 infectados com
amastigotas de L. amazonensis, por citometria de esferas (CBA), de acordo com as instrucdes
do fabricante (BD Bioscience). Macrdéfagos foram aderidos a uma placa, infectados com L.
amazonensis e tratados com o composto em analise nas concentragdes de 2, 4 e 8 ug mL™.
Macrofagos ndo infectados e nao tratados foram usados como controle negativo, enquanto os
macrofagos nao tratados infectados com L. amazonensis foram usados como controle positivo.

Ap0s o periodo de tratamento de 24 horas, 50 pL do sobrenadante de cada poco foi
transferido para um tubo conico, seguido pela adicdo de 50 pL da mistura de beads de captura
e 50 puL do reagente de detecgao. Uma curva de calibragdo contendo as seguintes concentragdes
de cada citocina foi adicionada ao experimento: 0 pg mL™!, 20 pg mL™!, 40 pg mL"!, 80 pg mL"
', 156 pg mL, 312,5 pg mL, 625 pg mL!, 1250 pg mL"!, 2500 pg mL"!' e 5000 pg mL!. A
intensidade da fluorescéncia em cada amostra foi capturada no citometro de fluxo BD LRS II
FORTESSA usando o programa DIVA versdo 7 (BD Bioscience) e os dados de fluorescéncia
foram processados usando o programa FCAP array versdo 3 (BD Bioscience). As experiéncias

foram realizadas em triplicata.

3.2.6 Determinacao da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

A quantificacdo de EROs e ERNs foi realizada utilizando a sonda diacetato de 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA) e diacetato de 4-amino-5-metilamino-2',7'-
difluorofluoresceina (DAF-FM diacetato), que produzem, na presenca de espécies reativas, 2-
7-diclorofluoresceina (DCF) e 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina (DAF-FM),
respectivamente, que apresentam fluorescéncia e permanecem no interior da célula.

Os macrofagos foram aderidos a uma placa infectada com L. amazonensis e tratados
com o composto em andlise nas concentracdes de 2, 4 ¢ 8 pg mL™!. Macréfagos nio infectados
e ndo tratados foram usados como controle negativo, enquanto os macréfagos nao tratados
infectados com L. amazonensis foram usados como controle positivo. Apds o periodo de
tratamento de 24 horas, as placas foram incubadas por 30 minutos com a sonda DCF-DA diluida
em solugdo salina pH 7,2 e 1 hora com a sonda DAF-FM diacetato diluida em solu¢do salina

pH 7,2, respectivamente, em camara umida a 37 °C com 5% de CO2, protegida da luz. Em
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seguida, as células foram lavadas com soro fisiologico, pH 7,2, a temperatura ambiente e
ressuspensas com 200 pL de soro fisioldgico nas mesmas condigdes.

A intensidade de fluorescéncia em cada amostra foi capturada no citdmetro de fluxo BD
LRS IT FORTESSA usando o programa DIVA versao 7 (BD Bioscience) e a intensidade média
de fluorescéncia (MFI) foi obtida apos processar os dados no FlowJoTM versao 10.6.1. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram calculados como a diferenca de

MFI em cada grupo.

3.2.7 Anadlise estatistica

A normalidade das variaveis foi analisada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a
homogeneidade das varidncias pelo teste de Barttlet. Teste t pareado ou Wilcoxon foram usados
para comparar duas amostras normais ou nao normais, respectivamente. Para comparagdes
multiplas, foi empregado o teste ANOVA, para dados paramétricos ou ndo paramétricos,
respectivamente. As andlises e representacdes graficas foram realizadas no programa Prism®
Software Package (GraphPad ®, EUA, 1997). As diferengas foram consideradas significativas

com valor de p <0,05.

3.2.8 Estudos in silico

3.2.8.1 Modelagem por homologia

Por ndao haver estrutura cristalografica da cisteina protease B de Leishmania
amazonensis (CPBLa), optou-se por realizar uma modelagem por homologia e assim construir
o modelo semelhante a outros trabalhos (FREITAS et al., 2018; SCHRODER et al., 2013).
Inicialmente, a sequéncia de aminoacidos necessaria para a cisteina protease foi obtida do banco
de dados do National Center for Biotechnology In-formation Search (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (PRUITT; TATUSOVA; MAGLOTT, 2007), sob o codigo
AAP21894, composto por 353 aminoacidos. Em seguida, foi realizada uma busca por proteinas
com identidade estrutural usando o servidor de ferramentas de busca de alinhamento local
basico (BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (CAMACHO et al., 2009). Assim, a
busca revelou 100 sequéncias homologas, sendo que a de melhor alinhamento foi com a
cruzaina de 7. cruzi (PDB ID: 1AIM) (GILLMOR; CRAIK; FLETTERICK, 1997), utilizada

como femplate. O modelo foi entdo construido utilizando o Swiss-Model web sofiware
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(https://swissmodel.expasy.org/) (SCHWEDE, 2003) e validado através do grafico
Ramachandran gerado pelo web software SAVES (https://saves.mbi.ucla.edu/) (LASKOWSKI
et al., 1993). O modelo desenvolvido foi alinhado com o PDB original (1AIM) por meio do
software PyMol, e o valor do desvio médio quadrado médio (RMSD) foi calculado para a

validagdo final do modelo.

3.2.8.2 Docking molecular

A estruturas de alvo estudadas foram primeiramente tratadas com base na teoria semi-
empirica no nivel PM6 utilizando o software Spartan 14. Depois de otimizadas, foram
submetidas ao estudo de docking molecular através do programa Gold 5.8.1. A estrutura do
decamero (PDB ID: 1Z3F) foi usada como modelo de DNA. Tripanotiona redutase de L.
infantum (PDB ID: 4APN), topoisomerase I de L. donovani (PDB ID: 2B9S) e 14 -alfa-éster
desmetilase de L. infantum (PDB ID: 3L4D) foram selecionados e obtidos do Protein Data
Bank (PDB), levando-se em consideragdo a homologia entre a sequéncia genética das espécies
L. amazonensis, L. donovani e L. infantum (ALMEIDA et al., 2021; BAIOCCO et al., 2013;
CANALS et al., 2005; DAVIES et al., 2006; HARGROVE et al., 2011; TSCHOEKE et al.,
2014). Para validar o estudo, foram realizados redockings para alvos com ligantes
cocristalizados. O receptor foi tratado como uma molécula rigida, enquanto os ligantes foram
tratados como flexiveis. Os resultados do docking foram analisados, de modo que as interagdes
intermoleculares foram utilizadas como parametros para medir a energia de afinidade do
composto em analise com o alvo (score). O conféormero com maior pontuagado foi avaliado pelo
programa Pymol 2.3.2, analisando-se a distancia e o tipo de conexdo estabelecidas com o

receptor (ALMEIDA et al., 2021).

3.2.8.3 Simulagdo de dinamica molecular

Os complexos de ACW-02 com TryR, Topo I, CYP51 e CPBLa obtidos por meio do
docking molecular foram utilizados em simulac¢des de dinamica molecular por intermédio do
software GROMACS®. Assim, as moléculas de agua foram removidas, enquanto cargas e
hidrogénios foram adicionados usando a ferramenta DockPrep do software Chimera®. Em
seguida, foi empregado o campo de forca CHARMM36, seguido do método de solvatacdo
TIP3P. Topologias de ligantes foram geradas pelo web software SwissParam

(http://www.swissparam.ch/) (ZOETE et al., 2011). Assim, foi criada uma caixa ctbica de 1
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nm, adicionando dgua e ions na concentragdo fisiologica (0,15M). O sistema foi inicialmente
equilibrado em 10.000 passos pelo método do gradiente conjugado, seguido da minimizagao
total do sistema em 20.000 passos. Em seguida, foram realizados balangos NVT (numero
constante de particulas, volume e temperatura) e NPT (nimero constante de particulas, pressao
e temperatura), a uma temperatura de 300 K, durante 10 ns. Por fim, foram executadas as
simulagdes de 100 ns. Os graficos do desvio quadratico médio (RMSD), flutuacdo quadratica
média (RMSF), raio de giro (Rg) e ligacdo hidrogénio foram gerados usando o software

Xmgrace®.

3.2.8.4 Calculo de mecdnica molecular/area de superficie de Poisson-Boltzmann

O método de mecanica molecular/area de superficie de Poisson-Boltzmann (MM-
PBSA) calcula a energia das interagdes entre um ligante e uma macromolécula. Esses célculos
sdo geralmente aplicados em triagens virtuais de alto rendimento para reduzir falsos positivos
(KUMARI; KUMAR; LYNN, 2014). Assim, este método calcula a energia livre de Gibbs
(AGpinding) com base em energias de van der Waals e interagdes eletrostaticas (ndo ligadas) entre
o ligante e seu receptor durante uma simulagdo de dindmica molecular (SARMA;
MATTAPARTHI, 2019). O AGupinding ¢ calculado pela diferenca entre a energia livre do
complexo proteina-ligante (Gepx) € proteina ndo ligada e ligante (Grec). Finalmente, 0 AGuinding
foi considerado como a soma das mudancas na entropia de solvatacdo (—TASso1), energia de
ligacdo (AEping) € entropia conformacional (—TASconf), conforme mostrado na equaciao 2
(WANG et al., 2019). Os calculos de MM-PBSA foram realizados usando a ferramenta
g mmpbsa (KUMARI; KUMAR; LYNN, 2014) através dos arquivos de trajetoria obtidos apds
a simulagdo de dindmica molecular usando o software GROMACS®. Em seguida, os valores

de AGyinding foram determinados como a média das energias de interacdo livre e solvatagdo.

AGbinding = Ebinding = TASso) = TAScong (2)
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3.3 Resultados e discussodes

3.3.1 Obtencao do derivado triazolidinico-acridinico

O composto sintetizado foi previamente descrito e caracterizado fisico-quimica e
estruturalmente por Moura (2019), identificado em seu trabalho como ACW-02B. A obtencao
desse derivado ocorreu por uma ciclizagao espontanea causada por um ataque nucleofilico
intramolecular com subsequente fragmentacdo da porcdo anilinica da subunidade
carbotioamida, favorecida pela energia cinética e térmica provida ao sistema reacional e a
presenga de protons livres advindos do catalisador 4cido utilizado. Esse processo originou o
nucleo triazolidinico-ditiona ligado ao anel acridinico, estrutura ainda ndo descrita na literatura.

Para melhor compreensdo do mecanismo reacional, segue o esquema 2.

Esquema 2 — Mecanismo reacional para obtengao do composto ACW-02
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Fonte: Moura (2019).
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As caracteristicas fisico-quimicas e estruturais desse composto foram determinadas por

Moura (2019). Assim, seguem os dados na tabela 1 conforme apresentados pelo autor.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas e estruturais do derivado ACW-02

Parametro

Caracteristicas do ACW-02

Estrutura molecular

HN—NH

séZ\N)*s

(2
Cl N

Nome quimico

4-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-1,2,4-triazolidina-

3,5-ditiona

Formula molecular

Ci16H11CIN4OS>

Massa molecular

374,8610 g mol’!

Aparéncia fisica

Soélido laranja

Fator de retencdo

0,50 — Hexano/Acetato de Etila (7:3)

Rendimento reacional 50%
Faixa de fusdo 282-284°C
4,76

Log P

Espectroscopia de
Infravermelho

(KBr, cm™)

3242-3147 (N-H); 3085-3056 (C-Har); 1621-1482
(C=Ca,); 1482 (N-C=S); 1208 (C=S); 1197 (C=C-O)

Espectrometria de massas

(m/z)

376.0033 (32.0%), 375.0096 (17.3%)

Espectroscopia de
ressondncia magnética de
hidrogénio
(300 MHz, DMSO-d6,
ppm)

5 3.88 (3H, s, OCH:z); 7.36 (1H, dd, J = 2.05 Hz; J =
9.05 Hz, H-12); 7.52 (1H, dd, J = 2.9 Hz; ] = 9.05
Hz, H-01); 7.62 (1H, d, J = 9.1 Hz, H-06); 7.65 (1H,
d,J=2Hz, H-14); 8.25 (1H, d, ] = 2.9 Hz, H-03);
8.83 (1H, d,J = 2.9 Hz, H-11); 12.79 (2H, 5, NH).
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§ 194.64 (C-19, C-16); 156.34 (C-13); 138.50 (C-4);
136.27 (C-8); 132.48 (C-3); 131.33 (C-2); 130.46 (C-
5); 127.57 (C-9); 126.32 (C-6); 126.96 (C-12);
120.90 (C-1); 117.82 (C-11); 108.43 (C-14); 55.86
(OCH:)

Espectroscopia de
ressondancia magnética de
carbono

(75 MHz, DMSO-d6, ppm)

Fonte: Dados obtidos de Moura (2019).

Devido a ineditismo da estrutura quimica obtida e aos resultados apresentados por
Moura (2019) referentes a atividade antiproliferativa do composto, esse trabalho se propos a

determinar o potencial e as propriedades anti-Leishmania inerentes a este.

3.3.2 Avaliagéo da atividade leishmanicida

O derivado triazolidinico-acridinico foi avaliado in vitro quanto sua capacidade em
inibir em 50% o crescimento das formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis,
utilizando o farmaco Anfotericina B como controle positivo. Os resultados por meio desse

ensaio sdo exibidos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Avaliagdo da atividade leishmanicida e efeito citotoxico desempenhado pelo

derivado triazolidinico-acridinico

COMPOSTO ACW-02 ANFOTERICINA B
ICs0ama (ug mL1) 0,573 + 0,04 2,946 + 0,07
1.416 £ 0,003
ICsopro (ng mL1) 94,97 + 0,06
CCso (ug mL™1) >256,00 3,09+0,01
ECso (ug mL™1) 9,46 £ 0,06 2,8 +0,0093
IS (CCs0/ICs0amA) > 38,95 1,05
IS (CCs0/ICsoprO) > 2,69 2,18

Fonte: Autoria (2024). Legenda: A Tabela representa & média + erro padrdo da média de no minimo trés
experimentos independentes realizados em triplicata. ICsoama = concentragdo capaz de inibir em 50% o
crescimento das formas amastigotas de L. amazonensis. ICsopro = concentragdo capaz de inibir em 50% o
crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis. CCso = Concentragdo citotoxica que inibe 50% da
viabilidade em macrofagos J774. ECso = Concentragao que estimula o crescimento em 50% da populagdo de

macrofagos J774. IS = indice de seletividade.

Observa-se, a partir dos resultados obtidos, que o composto em estudo demonstrou
maior afinidade pelas formas amastigotas do parasito, apresentando um ICso de 6,57 pg mL™",
enquanto que frente a forma promastigota, exibiu o valor elevado de ICso de 94,97 ug mL!.

A espécie em andlise, Leishmania amazonensis, ¢ um importante agente etioldgico
causador leishmaniose tegumentar americana (LTA) e é uma das trés principais espécies
dermotrdpicas infectantes no Brasil e apresenta particularidades clinicas em relagio as demais,
como em ser a unica espécie causadora de leishmaniose cutanea difusa (BRASIL, 2007). Desse
modo, os resultados preliminares obtidos frente a essa espécie viabilizam a continuidade dos
estudos e indicam que diferentes estagios da infeccdo por L. amazonensis serdo alcancados

diante da agdo farmacoldgica do derivado ACW-02.
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Adicionalmente, baseando-se no estudo de Serafim e colaboradores (2018), previamente
mencionado no tépico 2.4.1 envolvendo derivados acridinicos com ag¢do leishmanicida, a
hibridizagao da por¢ao tiofénica com o anel 6,9-dicloro-2-metoxi-acridina foi benéfica para a
atividade antipromastigota contra L. amazonensis, obtendo valores de ICso entre 9,62 ¢ 69,11
uM. No entanto, a hibridizacdo com o anel acridinico ndo-substituido causou uma perda na
atividade leishmanicida (ICso > 500 uM), destacando-se entdo a relevancia da substitui¢do no
anel acridinico por grupos com efeito mesomérico positivo (—OCH3 e —Cl) para atividade
antileishmania. Como este estudo envolve a obtencao de uma molécula inédita que possui a
nucleo acridinico dissubstituido, o mesmo que foi utilizado por Serafim e colaboradores (2018),
supde-se que esta por¢do da estrutura molecular do ACW-02 esta associada a atividade
apresentada.

Ademais, pode-se ressaltar o estudo realizado por Moura (2019), no qual o composto
ACW-02B foi avaliado frente linhagens celulares tumorais, juntamente com o composto ACW-
01B (derivado com o anel acridinico ndo-substituido). Os resultados demonstram, para as
linhagens HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e HCT (cancer de c6lon), uma maior inibi¢ao
na porcentagem de crescimento em células tratadas com o composto ACW-01B (30,59 e
64,56%, respectivamente) em comparagao ao ACW-02B (0,0 e 34,54%, respectivamente). Esse
dado corrobora para uma possivel seletividade atribuida aos substituintes do anel acridinico
que, com base nos estudos citados, proporcionam a molécula uma maior afinidade as células

parasitarias € menor interagdo com células humanas.

3.3.3 Determinacdo da citotoxicidade em macréfagos

Considerando a importancia dos macréfagos como uma das principais células
pertencentes a imunidade inata sobre o processo da instalagdo e progressdo da infec¢do por
parasitos Leishmania sp., realizaram-se estudos a fim de determinar os efeitos do ACW-02 em
macrofagos J774. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 2.

Observa-se que, até a concentracdo maxima avaliada (256 ug mL™), o derivado ACW-
02 nao apresentou toxicidade aos macrofagos. Em contrapartida, a anfotericina B, que embora
seja um farmaco antileishmania potente, apresentou toxicidade frente aos macréfagos na baixa
concentracdo de 3,09 ng mL™!, que se aproxima aos valores de ICso obtidos para ambas as
formas amastigota e promastigota da Leishmania (2,946 ¢ 1,416 ug mL™), resultando em um

baixo indice de seletividade (1,05 e 2,18, respectivamente).
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A toxicidade da anfotericina B, entretanto, compreende também outros mecanismos que
resultam em diversos efeitos adversos, principalmente a nefrotoxicidade. De acordo com a
literatura, os efeitos indesejaveis do farmaco estdo associados com a inducao da interleucina 1
e do fator de necrose tumoral, que sdo importantes mediadores de resposta de fase aguda e
desempenham papéis cruciais na iniciagdo e potencializacdo das respostas
imunes/inflamatorias, com direta indugdo a apoptose tecidual em orgios (FALK et al., 2005;
KAGAN et al., 2012). Tais fatores limitam a utilizagdo clinica da anfotericina B e estabelecem
a necessidade da inclusdo do farmaco em um sistema lipossomal.

Para o composto sintetizado, no entanto, ndo houve a possibilidade de determinar
precisamente os valores de IS devido a ndo toxicidade na maior concentracao testada, porém
compreende valores acima de 38,95 e 2,69 para as formas amastigota e promastigota,
respectivamente. Esses valores fornecem uma margem de seguranca, especialmente quando o
ACW-02 ¢ utilizado como um antiamastigota.

Adicionalmente, além de ndo se verificar efeito citotoxico, observou-se um efeito
estimulatério (ECso) na proliferagdo de macrofagos a partir da incubagdo com ACW-02 na
concentracdo de 9,46 pg mL!, conforme visualizado na Tabela 2, sugerindo uma possivel
atividade imunomoduladora. Portanto, a fim de esclarecer os efeitos do composto sintetizado
sobre os macrofagos e a possibilidade de um efeito imunomodulador, estudos mais extensos
foram realizados, como a avaliagdo da citotoxicidade por citometria de fluxo, determinagao do
efeito microbicida em macrofagos infectados, estimulo a expressdo de citocinas e espécies

reativas de nitrogénio e oxigénio, conforme apresentado nos proximos topicos.

3.3.3.1 Avaliagdo da citotoxicidade em macrofagos por citometria de fluxo

A fim de compreender em mais detalhes o efeito do composto sintetizado sobre os
macrofagos J774, foi realizado um ensaio de avaliagdo do ciclo celular utilizando a marcagao
com anexina V-FITC/PI. Este ensaio ¢ baseado na capacidade da anexina V de se ligar a
fosfatidilserina, que ¢ externalizada em eventos apoptoticos, e do iodeto de propidio em se ligar
ao DNA de células que perderam a integridade da membrana. Assim, este estudo permite a
detecgdo de células viaveis (Anexina/PI’), células em apoptose inicial (Anexina'/PI"), células
em apoptose tardia (Anexina’/PI") e células necréticas (Anexina”/PI") (CRUZ et al., 2019;
ZAKHAROVA et al., 2019). Os resultados podem ser visualizados na Figura 21.
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Figura 21 - Efeito do composto ACW-02 em macrofagos J774 pelo método anexina V-

FITC/PI
mm Apoptose inicial
Apoptose tardia
3+ . = Necrose
27 Ao

_|¢

% células mortas

0 1 ng/mL 16 ng/mL 32 ug/mL

Fonte: Autoria (2024). Legenda: Os asteriscos representam diferencas estatisticas entre macréfagos tratados e

ndo tratados; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. ANOVA seguida pelo teste de Turkey.

Conforme demonstrado, na concentragio de 1 pg mL™, a porcentagem de células em
apoptose inicial, tardia e necrose foi de 0,46, 1,093 e 1,068, respectivamente. Quando
aumentada para a concentragdo de 16 pg mL!, h4 uma diminuigdo nas porcentagens, sendo
estas 0,2932, 0,9367 e 0,8083, respectivamente. Finalmente, na concentracdo de 32 pg mL™,
os percentuais aumentam para 0,7033, 1,272 e 1,8, respectivamente. Em comparagdo com o
controle negativo, no qual ndo havia a presenca do composto sintetizado e apresentou valores
de 0,0567, 0,1667 e 0,3067%, o ACW-02 apresenta valores aproximados, destacando sua

viabilidade como nao citotdxico para macrofagos.

3.3.4 Determinacéo do efeito microbicida em culturas de macrdfagos infectados com L.

amazonensis

Estudos anteriores forneceram informagdes sobre a atividade leishmanicida do
composto avaliado associada a uma possivel atividade imunomoduladora em macréfagos
devido ao aumento na expressao dessas células a partir do tratamento com o0 ACW-02. Dada a
importancia dessa célula para a progressdo da patogénese em questdo, essa possibilidade
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representa uma associa¢do de mecanismos favoravel. Portanto, foi avaliado o efeito do ACW-
02 sobre macrofagos infectados com formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis, a

fim de verificar seu potencial imunomodulador. Os resultados sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo do efeito microbicida do composto ACW-02

ACW-2 Macroéfagos Média de Taxa de
(ug mL1) infectados (%) Leishmanias infeccdo (%)
0 22.0 2.4 53.0
1 12.0 1.2 14.5
16 11.5 1.2 13.5
32 11.5 1.8 21.0

Fonte: Autoria (2024).

Os resultados obtidos por meio dos parametros avaliados demonstram a influéncia da
adi¢do do composto em estudo sobre os macréfagos infectados. Em comparagdao com células
infectadas e nio tratadas (0 pg mL™'), observou-se que a adi¢io de ACW-02 reduziu todos os
parametros avaliados, ou seja, o percentual de macrdéfagos infectados, a média de leishmanias
por macrofago e a taxa de infecco em todas as concentragdes (1, 16 ou 32 pg mL™).

O efeito microbicida do ACW-02 pode ser visualizado por microscopia Optica com
aumento de 100x na Figura 22. A baixa taxa de infec¢do, principalmente nas menores
concentragdes de ACW-02 (1 ou 16 pg mL™), possivelmente interferiu de maneira positiva na

funcionalidade dos macrofagos, favorecendo assim a eliminagdo dos parasitos.
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Figura 22 - Efeito do composto ACW-02 em macrofagos infectados com L. amazonensis

Fonte: Autoria (2024). Legenda: (A) controle negativo (0 ug mL™); (B) macréfagos tratados com 1 pg mL-'; (C)
macrofagos tratados com 16 pg mL'; (D) macrofagos tratados com 32 ug mL™!. A seta indica a presenga da

amastigota de L. amazonensis internalizada no macréfago. Coloragdo: Giemsa 10%.

Os resultados corroboram para suposi¢ao do efeito imunomodulador. Especialmente nas
menores concentracdes avaliadas, que sdo mais proximas ao ECsy encontrado (9,46 pg mL™).
Por outro lado, supde-se que a testagem na concentracdo mais alta (32 ug mL™') possa ter
ocasionado uma supersatura¢do no meio de cultura, alterando a solubilidade da molécula e,
consequentemente, causando a diminuicao da atividade bioldgica devido a menor interagdo do
composto com os macrofagos infectados. Esses achados corroboram com relatos da literatura
de derivados acridinicos com atividade imunomoduladora. O efeito de compostos acridinicos
em macrofagos infectados com formas amastigotas intracelulares de L. infantum é reportada
por Di Giorgio e colaboradores (2007). O estudo destacou o composto N-[6-(benzoilamino)-3-
acridina]-benzamida (3a) apresentou uma boa atividade antiamastigota, com ICsode 1,1 uM,
com pouca toxicidade a mondcitos (ICso de 110,3 upM). Adicionalmente, foi encontrada uma

boa atividade antipromastigota (ICso= 4,3 uM) (Figura 23).
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Figura 23 - Composto N-[6-(benzoilamino)-3-acridina]-benzamida (3a)

=
HN N NH

O o}

Fonte: Di Giorgio et al. (2007).

Estudos mais recentes, tal como o de Mangueira e colaboradores (2022), avaliaram a
atividade antiproliferativa de um composto 9-aminoacridinico que, assim como o ACW-02,
apresenta o anel acridinico dissubstituido com os grupamentos -OCH3 e -ClI (Figura 24). O
composto promoveu uma diminui¢do nos niveis de IL-1p e CCL-2 (proteina quimiotatica de
monocitos), o que os autores relacionaram ao efeito angiogénico encontrado; aumento de TNF-
a e IL-4, que estao diretamente ligadas ao efeito citotoxico; e diminui¢do do estresse oxidativo
e dos niveis de 6xido nitrico. Assim, embora investigado com outra finalidade, o derivado ACS-
AZ (N'-(6-cloro-2-metdxiacridin-9-il)-2-cianoacetohidrazida) demonstrou a capacidade de
modular a atividade do sistema imune pela alteracdo da expressdo de citocinas e espécies

reativas.

Figura 24 - Derivados 9-aminoacridinicos ACW-02 e ACS-AZ, respectivamente.

HN—NH OY\CN
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Fonte: Autoria (2024).

Ainda nesse sentindo, o nosso grupo de estudos determinou a capacidade
imunomoduladora de compostos espiro-acridinicos AMTAC-06 e AMTAC-17 (Figura 25). No
trabalho desenvolvido por Sousa Duarte e colaboradores (2020), o composto AMTAC-06
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aumentou a expressao de TNF-a e IL-1B, em associacdo com diminui¢do nos niveis de IFN-y.
Semelhantemente, no artigo publicado por Silva e colaboradores (2020), o derivado AMTAC-
17 provocou um aumento nos niveis das citocinas Thl, ou seja, TNF-a, IL-12 e IL-1. Ambos

resultados foram favoraveis para o efeito antiproliferativo visado.

Figura 25 - Derivados espiro-acridinicos imunomoduladores
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Fonte: Sousa Duarte et al. (2020); Silva et al. (2020).

Desse modo, os resultados de ECs e efeito microbicida, em conjunto, podem indicar a
ativacdo do efeito antileishmania do macrofago (KOLODZIEJ; KIDERLEN, 2005). A
realizagdo da atividade antileishmania desempenhada pelo macrofago pode se dar por
alteragdes estruturais, como disseminagdo, fagocitose, vacuolizagdo e aumento do volume
lisossomal, ou por mecanismos celulares, como alteragdes no perfil de 6xido nitrico, nivel de
citocinas e secrecdo de metaloproteinases de matriz (BHATTACHARYA et al, 2013;
RODRIGUES et al., 2015).

Assim, a fim de determinar os mecanismos envolvidos na totalidade da atividade
antileishmania do composto ACW-02, avaliou-se o efeito por mecanismos celulares de

alteracdo na expressao de citocinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.

3.3.5 Anadlise da expressao de citocinas

Foram feitas avaliagdes quanto ao efeito do composto ACW-02, nas concentragdes 2, 4
e 8 ug mL!, na modulagio da resposta Th1l, Th2 e Th17 através da expressdo das respectivas
citocinas: TNF-a (Fator de necrose tumoral-a)), IFN-y (Interferon-y), IL-2 (Interleucina-2), IL-
10 (Interleucina-10), IL-4 (Interleucina-4), IL-6 (Interleucina-6) e IL-17A (Interleucina-17A).

A resposta expressa pelo macréfago basal (ndo tratado e ndo infectado) e macrofago infectado
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com L. amazonensis (ndo tratado) foram usados como controles negativo e positivo,
respectivamente (Figura 26).

A progressao da infeccdo causada pelo protozoario Leishmania esta diretamente
relacionada a resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro, principalmente a imunidade
mediada por células T e a expressao de citocinas pro-inflamatdrias e/ou anti-inflamatorias, que
podem resultar em um quadro assintomatico, autocura, ou leishmaniose cronica. A imunidade
celular gerada pelo Thl ¢ considerada o principal mediador da resisténcia a Leishmania, pois
esta associada a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (ex. TNF-a, IFN-y, IL-2) que ativam
os macrofagos, levando a inativagdo do parasito (GABRIEL et al., 2019; GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2017; MIRZAEI et al., 2021).

Porém, de acordo com os resultados obtidos em nossos experimentos, ha uma
diminuicdo significativa na expressdo de TNF-a (Figura 26a) com a adicdo do composto
acridinico ACW-02, desde a menor até a maior concentracio avaliada (2-8 pg mL"!, p<0,0001).
O efeito obtido pela diminuigdo da expressdo de uma citocina Thl pode favorecer uma agao
anti-inflamatoria, tendo em vista que interfere na ativacdo macrofagica esperada para o
desempenho da atividade antileishmania, auxiliando na progressdo da doenca (GOMES et al.,

2012).
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Figura 26 - Avaliagdo da producado de citocinas
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Fonte: Autoria (2024). Legenda: Avaliagao da resposta imune Th1 ((a) TNF-a, (b) IFN-y, (¢) IL-2), Th2 ((d) IL-
10, (e) IL-4, (f) IL-6) e Th17 ((g) IL-17A). Basal: Macréfagos ndo infectados e nao tratados. Leish: Macrofagos

infectados com L. amazonensis e ndo tratados. Os asteriscos representam diferencas estatisticas entre macréfagos

tratados e macrofagos infectados néo tratados: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. ANOVA seguida

pelo teste de compara¢des multiplas da Turkey.
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Além disso, também ¢ observada uma leve diminui¢do na expressdo de IFN-y na
concentracio 4 pg mL™! (*p<0,05) (Figura 26b). O mesmo ndo é visto nas demais concentragdes
avaliadas (2 e 8 pg mL™). Essa citocina, por sua vez, se destaca durante o processo inflamatorio
em resposta a infecg¢ao pela indugdo a producao de espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico,
e secre¢do de citocinas pro-inflamatorias que exercem o papel de causar a morte das formas
amastigotas intracelulares por dano oxidativo (GURJAR et al., 2022). Igualmente ao observado
sob TNF-a, o efeito observado foi contrario ao desejado, porém de maneira mais branda.
Adicionalmente, o efeito do composto na citocina IL-2 ndo foi significativo em todas
concentragdes analisadas (Figura 26c¢).

Por outro lado, as citocinas expressas pelas células Th2 (ex. IL-4, IL-6, IL-10) estdo
relacionadas a uma a¢do anti-inflamatoria, pois sdo capazes de suprimir o sistema imunoldgico
do hospedeiro, causando deplecio de macrofagos e, consequentemente, promovendo o
desenvolvimento das formas intracelulares do parasito e a progressdo da doenga (MIRZAETI et
al., 2021).

De acordo com nossos achados, observou-se a diminui¢ao da expressao de IL-10 (Figura
26d), aproximando-se dos valores basais a partir da menor concentracdo testada (2 pg mL™,
p<0,05), e progressivamente diminuindo com o aumento da concentracdo da molécula (4 ¢ 8
ug mL!, p<0,01). De acordo com Oliveira Cardoso et al. (2021), achados demonstram que, em
casos de leishmaniose visceral em humanos, o bloqueio a¢dao da IL-10 promove: atividade de
citocinas pro-inflamatorias, inducdo do aumento nos niveis de TNF-a e IFN-y, producdo de
granuloma, ativa¢do macrofagica e morte parasitaria. Embora nossos estudos compreendam a
experimentacdo em uma espécie de Leishmania mais conhecida por causar leishmaniose
cutanea, um efeito semelhante ¢ esperado subsequente a supressao da atividade da IL-10, tendo
em vista que seu efeito anti-inflamatorio sera reduzido.

Além disso, ha uma diminuicdo significativa na expressdo de IL-6 em todas as
concentragodes avaliadas (p<0,001) (Figura 26f). Essa citocina € produzida por muitos tipos de
células e esta envolvida em varios processos, bem como na resposta de fase aguda na maturagao
de células B e diferenciagdo de macréfagos. IL-6 € capaz de promover a diferenciacdo em Th2
e simultaneamente inibir Thl, por vias moleculares independentes. Seu papel principal ¢ de
bloquear as respostas pro-inflamatérias ao bloquear a expressao das citocinas responsaveis por
esse efeito e pela supressao de recrutamento leucocitario ao local da infeccdo (ESPIR et al.,

2014; HURST et al., 2001).
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Assim, ao contrario dos resultados anteriores encontrados para citocinas Thl, a
diminui¢do da expressdo de uma interleucina anti-inflamatoria favorecera um efeito pro-
inflamatoério, ou seja, uma agao leishmanicida. Os resultados encontrados para a outra citocina
avaliada, IL-4, ndo foram estatisticamente significantes.

Por fim, Th17 esta envolvido na producdo de IL-17, uma citocina altamente pro-
inflamatoria com efeitos significativos nas células do estroma, resultando no recrutamento de
leucocitos e formando uma interagao entre a imunidade inata e adaptativa (MIRZAEI et al.,
2021; TESMER et al., 2008). Porém, de acordo com os resultados obtidos, o composto ACW-
02 nao apresenta atividade significativa sobre a citocina IL-17A (Figura 26g).

Em sintese, o composto ACW-02 exibiu a capacidade de alterar significativamente os
niveis de TNF-o, IFN-y, IL-10 e IL-6 em relagdo aos valores obtidos para macrofagos
infectados com L. amazonensis e ndo tratados. Esses, entretanto, foram antagonicos entre si,
tendo em vista que a diminui¢do nos niveis de TNF-a ¢ IFN-y induzem um efeito pro-
leishmania, e a reducdo de IL-10 e IL-6 provocam um efeito antileishmania. Desse modo, a fim
de auxiliar nas conclusdes relacionadas ao mecanismo desempenhado pelo composto em
estudo, foi dada continuidade a avaliagdo dos efeitos moduladores pela analise da produgao de

espécies reativas.

3.3.6 Avaliacdo da producdo de EROs e ERNs

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) € de relevancia
significativa para a progressdao da doenga. A ativagdo de macrofagos como resposta a um
processo infeccioso induz a superprodugdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), incluindo
superoxido, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila, espécies reativas de nitrogénio (ERNs),
como o 6xido nitrico (NO). EROs e ERNs exibem alta capacidade microbicida, pois essas
espécies podem gerar danos oxidativos as biomoléculas do parasito, como lipidios, proteinas e
DNA, levando a perda da integridade da membrana, replicacdo defeituosa e, consequentemente,
morte celular (KIMA, 2014; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018).

A literatura reporta o 6xido nitrico como principal molécula efetora envolvida na morte
parasitaria. Nos macrofagos, o radical livre em questdo ¢ obtido pelo aminoécido L-arginina
em uma reagao catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), que ¢ estimulada
por IFN-y ou TNF-a na presenga de lipopolissacarideo (LPS), ou por uma combinacdo de ambas
as citocinas. Varios estudos reportam a superprodu¢do de NO em murinos em estagios

avangados da infec¢do por L. amazonensis. A agao leishmanicida ¢ alcangada por meio de
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mecanismos que envolvem a inibi¢do da respiracdo mitocondrial, inativacao de peroxidases,
inibicdo da glicdlise, mutacdo no DNA, inibi¢do do reparo e da sintese do DNA, S-nitrosilacao,
ADP-ribosila¢ao, nitragao de tirosina de proteinas, peroxidacao de lipidios de membrana, entre
outros (GENESTRA et al., 2003; GIUDICE et al., 2007, PERRELLA BALESTIERI et al.,
2002; ROMA et al., 2016).

Por outro lado, menos aprofundamento ¢ dado ao estudo do envolvendo as EROs, porém
o anion superoxido (Oy") apresenta um papel crucial no controle da infec¢ao por Leishmania.
Durante a fase inicial da infec¢dao pelo parasito, o superéxido ¢ produzido como parte da
explosdo oxidativa de macréfagos em resposta a fagocitose.

Referente a acdo em espécies de L. amazonensis, estudos in vitro envolvendo
macrofagos infectados demonstram que os seus efeitos das EROS sdo gerados por macrofagos,
ativados com IFN-y e LPS, e tratados com inibidor de ERK. Porém, estudos envolvendo a
funcdo de EROs produzidas durante o processo de fagocitose para eliminagdo do parasito e
estudos in vivo ainda ndo foram abordados (CARNEIRO et al., 2016; MUKBEL et al., 2007;
ROMA et al., 2016).

A fim de avaliar a capacidade do composto sintetizado em induzir a formagdo de
espécies reativas, foram realizadas avaliagdes que mostraram que o composto sob avaliagao,
nas concentragdes 2, 4 e 8 pg mL!, ndo afetou significativamente a producio de EROs, quando
comparados aos macréfagos infectados e nao tratados, conforme mostrado na figura 27a. Da
mesma forma, nas mesmas concentragdes (2,4 e 8 pug mL™"), ACW-02 ndo apresentou alteracao
significativa na producdo de ERNs em comparagao com macrofagos infectados e ndo tratados,

conforme mostrado na figura 27b.
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Figura 27 - Avaliagdo do efeito do composto ACW-02 na producdo de espécies reativas
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Fonte: Autoria (2024). Legenda: Basal: Macrofagos nédo infectados e ndo tratados. Leish: Macrofagos infectados
com L. amazonensis e ndo tratados. *Significativamente diferente dos macrofagos infectados e néo tratados (p <

0,05). ANOVA seguida pelo teste de Turkey.

Desse modo, de acordo com os resultados obtidos, pode-se inferir que o composto
ACW-02 ndo apresenta a capacidade de alterar a expressao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio por macrdéfagos infectados nas concentracdes avaliadas. Tendo em vista que uma das
vias responsaveis por induzir a producdo desses radicais livres ¢ por meio da ativacao da
resposta Thl, principalmente pela expressdo das citocinas TNF-a e IFN-y, os achados sdo
condizentes com os experimentos realizados para dosagem de citocinas, nos quais a molécula
apresentou um efeito significativo na reducdo da produgdo dessas, em especial para TNF-q.
Assim, o efeito desempenhado pelo ACW-02 em relagdo as citocinas influi de maneira oposta
a superproducao de EROs e ERNS.

Portanto, os resultados, em conjunto, ndo demonstraram alteracdo nos componentes da
imunidade adaptativa que justifiquem plenamente a realizagio de uma atividade
imunomoduladora pelo ACW-02 nas concentracdes avaliadas (2-8 pg mL™"), sendo necessario
estudos mais aprofundados para validacdo dessa hipotese. Assim, a fim de compreender a
totalidade dos mecanismos responsaveis pela realizacdo da atividade antileishmania

desempenhada pelo composto em estudo, estratégias in silico foram empregadas.
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3.3.7 Ancoragem molecular

3.3.7.1 Interacdo com DNA

O ntcleo acridinico, presente na estrutura do composto ACW-02, destaca-se como
potencial scaffold. Sua atividade bioldgica pode ser atribuida a planaridade de suas estruturas
aromaticas, que podem interagir por intercalagdo ou interagdes com os sulcos do DNA,
interferindo nas propriedades celulares (GAO et al., 2010; JANOVEC et al., 2011; LIU et al.,
2010).

No trabalho desenvolvido por Moura (2019), o composto ACW-02B foi avaliado quanto
a sua capacidade de interagir com o DNA in vitro por absor¢do de UV-visivel. O composto
apresentou hipercroismo de 47,23% e Kb (M!) = 1,17x10° na presenca de ctDNA, sendo essas
caracteristicas sugestivas de interacdo seja por intercalacdo ou por interacdo com os sulcos.

Assim, a fim de compreender melhor o modo de interagdo com o DNA, realizou-se a
avaliagdo in silico com a macromolécula. Para tal, estudos de docking foram realizados com a
molécula de DNA hexdmero d(CGATCG); (PDB ID:1Z3F). Os resultados sdo mostrados na
figura 28.
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Figura 28 - Ancoragem molecular do composto (a) ACW-02 e (b) ligante co-cristalizado em

DNA (PDB ID: 1Z3F).

Fonte: Autoria (2024). Legenda: (a) a esquerda, o ajuste molecular proposto de ACW-02 no DNA; interagdes
hidrofébicas com bases de DNA sdo mostradas em linhas tracejadas amarelas. (b) sobreposi¢do de ambos

compostos, elipticina (magenta) e ACW-02 (verde), no alvo.

A figura 28a mostra o conformero do ACW-02 com pontuacdo mais alta (71,77) apds o
estudo de ancoragem molecular. A porcao acridinica do composto apresentou maior afinidade
para se intercalar entre as bases nitrogenadas do DNA através do empilhamento de elétrons m-
n. Essa capacidade inerente ao nucleo acridinico € justificada por sua estrutura composta por
anéis aromaticos fundidos, de geometria plana, que favorece seu posicionamento entre o arranjo
coplanar das bases nitrogenadas, formando interagcdes hidrofobicas por empilhamento de
ligagdes m que estabilizam o complexo ligante-alvo. Esse complexo, €, no entanto, limitado pelo
impedimento estérico realizado pela por¢ao do anel triazolidinico, que apresenta grupamentos
aceptores de elétrons (C=S) e doadores/aceptores de elétrons (-NH) que, além de apresentarem
maiores raios atdomicos, podem favorecer a estabilizacdo do complexo supramolecular DNA -
ligante, por meio de interagdes eletrostaticas ou nao covalentes (NEPALI et al., 2014; SHI et
al., 2015; ZHU et al., 2014).

O composto de referéncia utilizado foi obtido co-cristalizado ao alvo. Trata-se da
elipticina (Figura 29), um alcaloide indélico isolado da Ochrosia elliptica e extensivamente
estudado devido aos seus efeitos antitumorais e citotoxicos. A atividade desempenhada por esse
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composto ¢ atribuida ao seu tamanho, forma e planaridade, que permitem sua intercalagao entre
as bases de DNA (CANALS et al., 2005; ZSILA; SAMSONOY, 2018). Durante o docking

molecular, a elipticina apresentou a pontuagdo de 75,68.

Figura 29 - Estrutura da elipticina
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Fonte: Canals et al. (2005).

Assim, embora o ACW-02 tenha apresentado uma pontuacdo menor que a elipticina,
eles mostraram grande semelhanca em termos de pose e interagdes intermoleculares realizadas
com o DNA (Figura 28b), destacando a capacidade do derivado de acridina para novas
interacdes no receptor, tendo em vista que, conforme proposto nos estudos espectroscopicos
apresentados por Moura (2019), a ancoragem molecular também indicou a capacidade de dupla
interacdo com o DNA, sendo o fragmento de triazolidina capaz de interagir com as cadeias
laterais da macromolécula.

Embora esses resultados reafirmem a capacidade do composto em interagir com 0 DNA,
¢ provavel que esse ndo seja o unico mecanismo de acao realizado pelo composto em avaliagao,
uma vez que nao ha diferencas estruturais entre as moléculas de DNA do parasito e do
hospedeiro que proporcionem seletividade ao composto, e, consequentemente, justifiquem a
totalidade da agdo leishmanicida. Por esse motivo, a possibilidade de novos alvos foi avaliada

in silico para investigar provaveis mecanismos de acdo complementares.

3.3.7.2 Interagdo com provaveis alvos leishmanicidas

A alta seletividade apresentada nos testes in vitro do ACW-02 contra Leishmania
amazonensis subsidiou o estudo in silico de possiveis mecanismos de agdo envolvidos na
sobrevivéncia do parasito. Algumas vias metabdlicas essenciais para sobrevivéncia do parasito,
como: equilibrio redox (tripanotiona redutase, TryR); regulacdo do superenrolamento do DNA
pelas topoisomerases I (Topo I); as enzimas envolvidas na biossintese do ergosterol (esterol 14-

alfa-dimetilase, CYP51) foram exploradas por docking molecular (ALMEIDA et al., 2021;
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EMAMI; TAVANGAR; KEIGHOBADI, 2017; SERAFIM et al., 2018; MENEZES et al., 2019;
TURCANO et al., 2018). Além disso, também destacamos cisteina proteases, como a cisteina
protease B de Leishmania amazonensis (CPBLa), sdo alvos promissores de drogas contra
doencas parasitarias, essenciais para os processos bioquimicos e sobrevivéncia dos parasitos
(NASCIMENTO; AQUINO; SILVA-JUNIOR, 2021). Assim, os modelos cristalograficos dos
alvos selecionados para os estudos tedricos foram obtidos do PDB, com exce¢do do CPBLa,
que foi construido por meio de modelagem por homologia. Validagdes por redocking, quando
possivel, foram realizadas e apresentaram resultados de RMSD aceitaveis para o estudo (< 2A)

(BELL; ZHANG, 2019). Os resultados obtidos se apresentam na tabela 4.

Tabela 4 - Resultados do docking molecular nos alvos propostos

4APN 3L4D
(TryR) (CYP51) 2B9S (Topo I) CPBLa
ACW-02 54,22 58,74 60,34 50,97
Referéncia” 67,58 78,77 63,98 47,77
RMSD 0,76 1,02 - -

Fonte: Autoria (2024). Legenda: *Ligante co-cristalizado em 4APN para TryR; ligante co-cristalizado em 3L4D
para CYP51; Camptotecina para Topo I; e composto 1c para CPBLa (ALMEIDA et al., 2015).

Como apresentado na tabela 4, 0o ACW-02 apresentou pontuacdes abaixo dos compostos
de referéncia utilizados no docking. No entanto, informacdes sobre os principais residuos e
interacdes polares intrinsecas a formagao do complexo ligante-receptor foram reproduzidas e
indicaram boas afinidades para o docking do ACW-02 nos alvos estudados. Caracteristicas
como planaridade e pontos de interagdes polares na por¢do derivada de triazolidina ciclica
foram essenciais para o desempenho do scaffold neste estudo.

A TryR ¢ uma enzima, exclusiva ao parasito, utilizada para neutralizar o peroxido de
hidrogénio produzido pelos macrofagos durante a infec¢do (TURCANO et al., 2018). Essa
apresenta-se como um potencial alvo farmacologico, de modo que estudos demonstram que os
antimoniais, que sao utilizados como primeira linha de tratamento para leishmaniose, agem
interferindo no metabolismo da tripanotiona ao inibir a atividade da TryR (BATTISTA et al.,
2020). Desse modo, o composto ACW-02 foi avaliado frente ao alvo tripanotiona redutase de
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L. infantum (PDB ID: 4APN), juntamente com um derivado diarilpirrolico (4-[[1-(4-etilfenil)-
2-metil-5-(4-metilsulfanilfenil)pirol-3-ilJmetil Jtiomorfolina), obtido juntamente com o alvo

como ligante co-cristalizado. As interagdes sao vistas na figura 30.

Figura 30 - Docking molecular do (A) ACW-02 e (B) ligante co-cristalizado no alvo TryR
(PDB ID: 4APN).
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Fonte: Autoria (2024).

O composto ACW-02 apresentou a pontuagao 54,22, enquanto o ligante co-cristalizado
demonstrou maior afinidade ao alvo, com pontuacao de 67,58. Porém, observam-se interagdes
reproduzidas por ACW-02 que sdo reportadas como essenciais para inibi¢do enzimatica, como
interacdes polares no residuo do aminoéacido Lys61 e hidrofobicas nos residuos de Val58 e
Leu62 (ALMEIDA et al., 2021). Além dessas, outras interacdes foram realizadas entre o
composto acridinico e o alvo, a exemplo da intera¢do do tipo pi-alquil no aminoacido His461,

que foi desenvolvida por ambos compostos em avaliacao.

Ja o esterol 14-alfa-dimetilase do citocromo P450 (CYP51) ¢ uma enzima responsavel
por catalisar a desmetilacdo do sistema de anéis na posicdo C14 da via do lanosterol. Essa
enzima ¢ essencial para sobrevivéncia e proliferagdo do parasito, tendo em vista que sua
inibicao leva ao acimulo de intermediarios de esterdis 14-metilados e profundas anormalidades

da membrana plasmatica, incluindo aumento da fluidez e falha em manter os microdominios
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ordenados da membrana (MUKHERIJEE et al., 2020; TABREZ et al., 2021). Por ser
indispensavel e especifico do parasito, avaliou-se a interacdo do derivado acridinico frente ao
alvo esterol 14-alfa-dimetilase de L. infantum (PDB ID: 3L4D), juntamente com o ligante co-

cristalizado fluconazol. Os resultados sdo mostrados na figura 31.

Figura 31 - Docking molecular do (A) ACW-02 e (B) fluconazol no alvo CYP51 (PDB ID:

3L4D).
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Fonte: Autoria (2024).

Nesse alvo, o ACW-02 apresentou o score de 58,74, inferior ao fluconazol (78,77).
Embora os resultados de pontuagdo apresentem uma diferenga significativa, ambos apresentam
interagoes semelhantes com o alvo, como: duas intera¢des hidrofobicas com o residuo Leu355;
duas interagdes pi-alqui com o residuo Ala290, com uma adicional de hidrogénio convencional
realizada pelo ACW-02; uma interacdo pi-alquil com o residuo de aminoacido Met259.
Acredita-se que, embora o derivado acridinico tenha desempenhado mais interagdes com o alvo
farmacoldgico, o fluconazol pode ter realizado aquelas essenciais para sua inibicao.

A topoisomerase, por sua vez, ¢ uma enzima importante durante os processos celulares,
pois age promovendo um relaxamento transitorio na fita de DNA, a fim de evitar seu
superenrolamento ou superhelicoidizacdo. Como observado, o ACW-02 apresentou a
capacidade de interagir com o DNA, e a associa¢do desses dois mecanismos ¢ comumente
observada devido a vantagem da combinacdo desses mecanismos sinérgicos. Para isso, a

enzima topoisomerase 1B de L. donovani. Pela auséncia de um ligante co-cristalizado, a anélise
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comparativa foi realizada com a Camptotecina (CPT), dado seu mecanismo de agdo elucidado
como um inibidor da topoisomerase I (ALMEIDA et al., 2021). Assim, a interagdo de ambos

com o alvo € mostrada na figura 32.

Figura 32 - Docking molecular do (A) ACW-02 e (B) camptotecina no alvo TOP1 (PDB ID:
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Fonte: Autoria (2024).

Os resultados obtidos para 0 ACW-02 e camptotecina foram proximos entre si, sendo as
pontuagdes de 60,34 e 63,98, assim como as interacdes realizadas com o alvo. Inicialmente,
observa-se que as interagdes polares intrinsecas da camptotecina no acoplamento com
topoisomerase | de L. donovani foram reproduzidas com os residuos Argl90 e Lys211
(MAMIDALA et al., 2016). Esses mesmos residuos sdo alvo do ACW-02, além de outros
aminodacidos que estdo presentes interagindo com os compostos em ambos complexos, como:
Argl88, Tyr95 e His93. Adicionalmente, observa-se que ambos compostos interagem com as
bases nitrogenadas de adenina do DNA (DA13 e DA14). Assim como no docking com o DNA,
a porgcao ciclica ligada a acridina induziu uma restri¢ao estérica para um melhor empilhamento
entre as bases do DNA, porém, este mesmo fragmento foi responsavel por interagdes adicionais
com a porcao enzimatica do topo I, o que justifica a semelhanca entre os scores encontrados

para ACW-02 e Camptotecina.
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Por fim, analisou-se a afinidade do composto pela cisteina protease B de Leishmania
spp. Essa ¢ uma enzima proteolitica que esta presente em todas as espécies, em todos os estagios
do ciclo de vida do parasito, e apresenta um papel essencial na interagdo parasita-hospedeiro.
Essa enzima ¢ considerada como um fator de viruléncia, tendo em vista que a diminui¢ao da
sua expressao interfere no éxito da infec¢do em hospedeiros vertebrados (BERNARDES et al.,
2017; BIVONA et al., 2019). Para determinagao in silico do potencial como inibidor da cisteina
protease, 0 ACW-02 foi avaliado frente uma enzima modelada por homologia molecular e
comparado a um derivado da benzofenona, o composto lc ((2-hidroxi-4-O-(3,3-dimetil)-

alilbenzofenona) (ALMEIDA et al., 2015). Os resultados estdo presentes na figura 33.

Figura 33 - Docking molecular do (A) ACW-02 e (B) composto 1c no alvo CPBLa
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Fonte: Autoria (2024).

A anélise de docking do ACW-02 no CPBLa (Figura 33A) possui véarias interagdes que
podem propor esse alvo para o farmaco. De inicio, o nitrogénio da acridina interage com o
Cys25 por ligacdo de hidrogénio, e o anel aromatico ¢ posicionado para realizar interagdes de
Van der Waals com o residuo catalitico de His289. Além disso, as interagdes amida-
empilhamento n sdo formadas com o residuo Asn288 e m-alquil com Leu287 e Ala288.
Finalmente, intera¢des hidrofobicas sdo observadas com residuos de aminoacidos, como
Glyl151, Gly193 e Gly194. Interacdes semelhantes foram encontradas em andlises de encaixe
do composto padrao. Por fim, a pontuacao do encaixe mais eficaz do ACW-02 em comparagao
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com o padrdo (Figura 33B) (50,97 e 47,77, respectivamente) e as interacdes mais eficazes
propdem o CPBLa como o possivel alvo da droga.

Assim, para confirmar nossos achados, simula¢des de dindmica molecular e célculos de
mecanica molecular/area de superficie de Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) foram realizados e

discutidos nos topicos a seguir.

3.3.8 Dinamica molecular

Simula¢des de dinamica molecular foram realizadas em trajetoria de 100 ns para
confirmar o alvo da droga ACW-02. Os parametros avaliados foram: Raiz do desvio médio
quadratico (RMSD), flutuacdo quadratica média da raiz (RMSF), raio de giro (Rg) e ligacdes

de hidrogénio. Os resultados sdo mostrados na figura 34.
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Figura 34 - Simulagdes de dindmica molecular
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Fonte: Autoria (2024). Legenda: (A) grafico de RMSD; (B) grafico de RMSF; (C) grafico de Rg; (D) grafico de
numeros de ligagdes de hidrogénio. Em preto estdo os resultados para CPBLa, em vermelho CYP51, em verde

Topo I; em azul TryR.

RMSD ¢ o desvio observado entre dois 4&tomos pesados para prever a estabilidade de
uma proteina durante o curso da sua simulag@o. Quanto menores forem os desvios, mais estavel
a estrutura na proteina (AIER; VARADWALIJ; RAJ, 2016; SNEHA; PRIYA DOSS, 2016). No
grafico de RMSD gerado em nossos experimentos (Figura 34A), ¢ mostrado que o complexo

de maior estabilidade ¢ estabelecido pelo ACW-02 em interacio com a enzima CBLa,
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apresentando valores inferiores a 2 A. Em tais experimentos, as poses sdo normalmente
consideradas “quase nativas” se seu RMSD relativo a pose nativa for <2,0 A (BELL; ZHANG,
2019). Por outro lado, o complexo do composto ACW-02 com os demais alvos apresenta
valores de até 3 A.

O RMSF ¢ a medida da flexibilidade de um atomo, ou grupo de atomos, durante o tempo
de simulagdo, em relagdo a estrutura inicial. Assim, ¢ um parametro util para determinar o
movimento da estrutura e determinar se ha divergéncia em relagdo a estrutura inicial, pois
maiores flutuagdes indicam que a simulagdo nao esta equilibrada. Ou seja, quanto menores as
flutuagdes, mais estavel o complexo (KHEZRI et al., 2018; MARTINEZ, 2015). Na figura 34B,
observa-se o grafico de RMSF dos complexos com os alvos escolhidos e esse revela menores
flutuacdes dos residuos para o complexo com CPBLa, sugerindo melhor estabilidade do
complexo. Pode-se inferir, a partir disso, que a presenca de ligantes ndo altera
significativamente a estrutura do alvo (GORHAM; RODRIGUEZ; MORIKIS, 2014).

Por sua vez, o Rg é conceituado como a distribui¢do dos atomos de uma proteina em
torno de seu eixo. Seu calculo ¢ um indicador significativo amplamente utilizado na previsao
da atividade estrutural de uma macromolécula, especialmente a rigidez e compactagdo desta.
Ao complexar com ligantes, ha uma maior alteracdo estrutural na estrutura, levando a um maior
Rg (FALSAFI-ZADEH; KARIMI; GALEHDARI, 2012; SNEHA; DOSS, 2016). Assim, na
figura 34C, visualiza-se o grafico e observa-se que, similarmente aos parametros previamente
apresentados, a melhor compactacdo da proteina ¢ vista no complexo com CPBLa (entre 15 e
16 A), diferentemente dos demais complexos que apresentaram valores acima de 15 A. De
acordo com Idris et al. (2020), valores abaixo de 17 A indicam maior rigidez e compactacgdo da
proteina, apresentando assim uma estrutura mais proxima a de referéncia.

Por fim, realizou-se a andlise da quantidade de ligacdes de hidrogénio. Esse pardmetro
prediz a forca das interacdes realizadas na formagao do complexo. Interagcdes devido a ligagdes
de hidrogénio desempenham um papel crucial na estabilizagdo da macromolécula
(PANIGRAHI, 2008). O composto apresentou interacdes por ligacdes de hidrogénio
semelhantes ao longo da trajetdria com os alvos, de modo que foram formados até 2 complexos
com CPBLa, CYP51, TryR e até 3 para Topo I. Assim, esse resultado estabelece uma maior
estabilidade ao complexo com Topo I por intermédio desse parametro.

Em conclusdo, os resultados de dinamica molecular estdo de acordo com os resultados
encontrados no docking molecular, nos quais o composto ACW-02 desempenhou melhores

interacdes com os alvos de CBLa e Topo I. A reunido desses achados auxilia na compreensao
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das variaveis envolvidas na formag¢do do complexo farmaco-receptor e na determinagdo dos
alvos mais interessantes para estudos posteriores. Portanto, o calculo de MM-PBSA foi
realizado para analise mais aprofundada da interagado do ACW-02 com os dois melhores alvos

encontrados nesses estudos.

3.3.9 Calculos de mecanica molecular/area de superficie de Poisson-Boltzmann

O método de Poisson-Boltzmann de area de superficie ¢ uma abordagem utilizada para
estimar a energia livre da ligagdo (AG) de pequenos ligantes a macromoléculas biologicas, de
maneira mais confidvel e precisa, quando comparada ao docking molecular. A realizagao desse
calculo ¢ baseada em simulacdes de dindmica molecular do complexo receptor-ligante e
permite, em conjunto com a determinagdo da energia livre, estipular outros pardmetros, como
a energia da area de superficie acessivel a solventes (SASA), solvatagdo polar, eletrostatica e
de Van der Waals (GENHEDEN; RYDE, 2015; WANG et al., 2019).

Assim, os calculos de MM-PBSA, usando as simulagdes de MD, foram usados para
reavaliar as energias de afinidades e determinar as forgas atrativas envolvidas na formagao dos

complexos ACW-02 frente aos alvos propostos. Os resultados encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 - Energia de ligacdo e parametros de interagdo calculados por MM-PBSA

PARAMETRO (kJ.mol 1) CPBLa 2B9S (Topo 1)
AGbind -103,127 + 8,108 -42,171 + 21,364

Energia de SASA -13,148 + 0,786 -10,663 + 1,693
Energia de solvatagéo polar 61,091 £ 5,204 65,340 £ 23,628
Energia eletrostatica 0,682 + 3,597 -1,870 + 19,594
Energia de Van der Waals -151,752 £ 7,790 —94,978 + 25,516

Fonte: Autoria (2024).

Conforme previamente observado em estudos de docking molecular, a energia de
afinidade do ACW-02 frente a CPBLa por MM-PBSA (AGpind = -103,13 kJ mol™") foi superior
ao complexo com outros alvos propostos, sendo nessa analise, em relagao ao Topo I (AGypind =

42,171 kJ mol ™).
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Os demais pardmetros estimam a interagdes responsaveis pela formacao e estabiliza¢ao
dos complexos. A partir disso, observa-se que as interacdes de van der Waals s3o essenciais
para formagdo do complexo para ambos os alvos (-151,75 ¢ —94,978 kJ mol™! para CBLa e Topo
I, respectivamente), quando comparadas as forgas eletrostaticas (0,682 e —1,870 978 kJ mol™!
para CBLa e Topo I, na respectiva ordem). Para o alvo CBLa, que apresentou menor energia,
ou seja, maior estabilidade por interacdo de van der Waals, ¢ possivel visualizar a relevancia
desse tipo de interagdo na imagem bidimensional gerada a partir do docking realizado (Figura
33).

Adicionalmente, observa-se que a solvatagio polar (61,09 e 65,34 kJ mol!) e a energia
SASA (13,148 e —10,663 kJ mol ™) apresentam baixa solvatacio, indicando uma permanéncia
maior do ligante em um ambiente hidrofébico livre de moléculas de agua.

Por fim, os resultados obtidos pelos calculos de MM-PBSA corroboram com os
resultados previamente obtidos por docking e dinamica molecular e apontam o CPBLa como
um dos principais alvos do derivado ACW-02. A exemplo disso, no trabalho de Eberle e
colaboradores (2021), avaliou-se a capacidade da mepacrina, farmaco acridinico
antiprotozoario, em inibir 3CLP™, uma cisteina protease de SARS-CoV-2. Os resultados in vitro
e in silico foram promissores para o reposicionamento desse farmaco, demonstrando resultados
de 1Cso de 7,8 uM frente ao alvo e caracteristicas por docking e dinamica molecular que
embasaram esse resultado indicando potenciais residuos responsaveis pela interagao.

Devido as propriedades imunoreguladoras da cisteina protease B de Leishmania spp. e
sua direta atuagdo como um fator de viruléncia das espécies de Leishmania, podemos sugerir a
atividade inibitoria de ACW-02 sob essa proteina como um possivel mecanismo de agdo que
justifique os efeitos imunomoduladores observados in vitro, em especial ao se analisar o efeito
microbicida desse composto ao diminuir a taxa de macrdéfagos infectados, média de
Leishmanias por macrofago e taxa de infecg¢do. Estudos demostram que a supressdo da
expressao de cisteina proteases diminui a infectividade de diferentes espécies de Leishmania
em diferentes modelos experimentais, em especial pela inibicdo do subtipo catepsina B, que
torna o parasito mais suscetivel a morte pelas células do sistema imune do hospedeiro (BART
et al., 1997; GOMES et al, 2017; HIDE; BANULS, 2008; MOTTRAM; COOMBS;
ALEXANDER, 2004).

Adicionalmente, essas enzimas s3o notoriamente mais abundantes em formas
amastigotas por se concentrarem majoritariamente em volumosos lisossomas, denominados

megassomas (PEREIRA et al., 2011; SILVA-LOPEZ, 2010). Em concondancia com essa
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particularidade, nossos estudos demonstraram uma melhor inibi¢do do ACW-02 no crescimento
de formas amastigotas em relagdo as promastigotas, auxiliando no embasamento dessa
suposicao.

Desse modo, os achados in silico demonstram uma correlagao viavel com os estudos in
vitro realizados e auxiliam na elucidagdo mecanistica ao fornecer resultados preliminares

coerentes com os previamente obtidos.
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3.4 Conclusédo

Os compostos derivados do nucleo acridinico compreendem promissores agentes
biologicamente ativos, em especial como quimioterapico. Visando a obten¢ao de um derivado
acridinico como potencial candidato a farmaco leishmanicida, esse trabalho se propds a
sintetizar e avaliar in silico € in vitro a atividade um derivado triazolidinico-acridinico (ACW-
02). A avaliagao in vitro do ACW-02 frente formas amastigotas e promastigotas de Leishmania
amazonensis demonstrou a potencialidade do composto como um antiamastigota (ICso = 6,57
png mL7'), associada a um baixo potencial toxico e interessantemente estimulador frente
macrofagos J774, ocasionando uma redugdo na taxa de infec¢do e sugerindo uma possivel
atividade imunomoduladora.

A fim de determinar a influéncia do composto diretamente nos componentes do sistema
imunologico, estudos direcionados foram realizados. Entretanto, as alteragdes na expressdo de
citocinas e de espécies reativas de oxigé€nio e nitrogénio ndo foram conclusivas o suficiente para
estabelecer o efeito imunomodulador como justificativa para a atividade antileishmania.

Desse modo, com o objetivo de elucidar possiveis mecanismos moleculares envolvidos
na atividade antileishmania do composto ACW-02, foram realizados estudos tedricos de
docking e dindmica molecular em alvos farmacolédgicos essenciais para a Leishmania (DNA,
TryR, Topo I, CPBLa e CYP51). Os resultados demonstraram melhor afinidade e estabilidade
na forma¢ao do complexo do ACW-02 com Topo I e CPBLa, que sdo exclusivos ao parasito.
Complementarmente, um estudo mais aprofundado sobre esses alvos por calculo de MM-PBSA
reafirmou o CPBLa como potencial alvo farmacoldgico. Esse alvo, por sua vez, se destaca por
desempenhar um efeito imunomodulador, estando diretamente relacionado ao potencial
virulento do parasito na relagdo com o hospedeiro, e pode justificar os resultados de diminuigao
da taxa de infeccao do candidato a farmaco in vitro.

Assim, como perspectivas desse trabalho, novos estudos que auxiliem na elucidacao
mecanistica que possam justificar o efeito leishmanicida do composto, seja in silico, in vitro ou
in vivo, s3o visados, especialmente a fim de esclarecer in vitro sua atividade frente outras
espécies e frente ao alvo CPB de L. amazonensis. Além disso, objetiva-se a expansao da série

quimica para obtencao de novos derivados que possam se apresentar mais ativos.
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4 CAPITULO 2 - SINTESE E AVALIACAO DE DERIVADOS ESPIRO-
ACRIDINICOS COM POTENCIAIS ATIVIDADES LEISHMANICIDA E
TRIPANOCIDA

4.1  Objetivos

4.1.1 Objetivos gerais

Sintetizar e avaliar in silico e in vitro o potencial antiparasitario de compostos espiro-

acridinicos frente tripanossomatideos do género Leishmania e Trypanosoma.

4.1.2 Obijetivos especificos

Os objetivos especificos desse estudo envolveram:

a)
b)

c)

d)

g)

sintetizar os compostos intermediarios e finais;

avaliar a atividade leishmanicida das moléculas frente formas amastigotas e
promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum;

determinar o efeito tripanocida frente formas amastigotas e tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi;

avaliar a citotoxicidade dos derivados espiro-acridinicos em macrofagos RAW
264.7, células Vero, fibroblastos 1.929 e hemacias;

determinar a interagdo frente DNA por meio de espectroscopia de emissao de
fluorescéncia;

realizar um estudo tedrico de possiveis mecanismos de agdo in silico por docking
molecular e dindmica molecular;

realizar estudos de predi¢do farmacocinética in silico.
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4.2  Metodologia

4.2.1 Delineamento da pesquisa

Compostos  espiro-acridinicos  compreendem  estruturas  farmacologicamente
promissoras, apresentadas inicialmente por Almeida e colaboradores (2016), e avaliadas com
direcionamento para atividades bioldgicas, especialmente como um agente quimioterapico
(GOUVEIA et al., 2018; MENEZES et al., 2019; SILVA, D. K. F. et al., 2020; SOUSA
DUARTE et al., 2020). Dentre esses estudos, ressaltamos o estudo desenvolvido por Almeida
e colaboradores (2021), previamente mencionado no referencial tedrico (topico 2.4.1), no qual
se avaliou a capacidade leishmanicida dessa série de moléculas e demonstrou o composto
AMTAC-01 como uma das moléculas mais ativas contra formas promastigotas (ICso = 2,039
ug mL1) e amastigotas (ICso = 4,964 ug mL™') de Leishmania infantum.

A molécula AMTAC-01, por sua vez, trata-se do composto inicial da série utilizado
como arcabouco para o planejamento e desenvolvimento de novos compostos espiro-
acridinicos. Devido ao resultado promissor, esse foi utilizado como composto de partida para o
planejamento desse estudo. Utilizando-se da estratégia de expansdo molecular pela insercao de
um anel pirrdlico acoplado ao anel benzénico, obtendo-se o composto espiro-acridinico
indolico (AMTAC-22), previamente sintetizado por Pinheiro Segundo (2020) (Esquema 3).

Diante disso, esse estudo objetivou avaliar ambos compostos frente diferentes espécies
de Leishmania sp. e cepas de Trypanosoma cruzi a fim de determinar a influéncia da

modificagdo molecular no efeito antiparasitario exercido.

Esquema 3 - Planejamento para obten¢do do composto espiro-acridinico inddlico

AMTAC-01

AMTAC-22

Fonte: Autoria (2024).
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4.2.2 Sintese dos compostos espiro-acridinicos

A obtencdo dos compostos acridinicos ocorreu por uma rota sintética do tipo paralela e
convergente. A sintese iniciou pela preparagdo paralela dos derivados N-acilidrazénicos e do
nucleo acridina-9-carboxaldeido, com posterior condensagdo para obtengao do produto final,

caracteristico por desempenhar uma ciclizagao espontanea em sua estrutura (Esquema 4).

Esquema 4 - Esquema geral para obtencao dos derivados espiro-acridinicos

o
NC
(0]
(0] H a HN,
Ne I NH, \/g = 7
N (
R
H__O
b X c A Ciclizagéo
> _ P2 espontanea
N N N
H PR
o] CN
RN,
(a) CH3CO,H, EtOH, T.A; O O
(b) CH3CO5H, ZnCl,, 210 °C; N
(c) N,N-dimetilnitrosoanilina, EtOH, HCI, 80 °C; H
(d) EtOH, trietilamina, 60 °C. AMTAC-01: R = fenil

AMTAC-22: R = 3-indol

Fonte: Autoria (2024).

4.2.2.1 Sintese dos intermediarios N-acilhidrazonicos (JRs)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 0,1500 g de 2-
cianoacetohidrazida e o respectivo aldeido, obtidos comercialmente pela Sigma-Aldrich, na
equivaléncia molar de 1:1, em meio etandlico (7 mL) e acido, por meio da adigdo de 5 gotas de
acido acético. Os aldeidos aromaticos utilizados foram os seguintes: benzaldeido e 3-indol-
carboxaldeido. A reacdo foi deixada sob agitacdo magnética e temperatura ambiente, e

acompanhada por meio de cromatografia de camada delgada analitica. Ao fim da reagao,
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realizou-se a filtragdo do produto, com posterior lavagens sucessivas com etanol e agua

destilada para purificacdo do produto.

4.2.2.2 Sintese do nucleo acridinico

4.2.2.2.1 Sintese da 9-metilacridina (AC-01)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 5 g de difenilamina, 5
mL de 4cido acético e aproximadamente 10 g de cloreto de zinco. A reacdo foi mantida sob
agitacdo magnética e em uma temperatura de aproximadamente 210°C, durante 8 horas. Apos
esse periodo, a reacdo foi tratada com uma solugdo recém-preparada de acido sulfarico a 20%
e, em seguida, alcalinizada com a adi¢do de hidroxido de amodnio concentrado até pH 8. O
obtido apds o tratamento foi, em seguida, filtrado. O retido foi purificado por solubilizagdo em

acetato de etila, que foi em seguida rotaevaporado, obtendo-se o AC-01 (Esquema 5).

4.2.2.2.2 Sintese do N-(acridina-9-ilmetileno)-N, N-dimetilbenzeno-1,4-diamino (ACN-01)

Em um baldo redondo de 250 mL, foram adicionados 0,9 g do AC-01, e 1,7646 g de
N,N-dimetil-4-nitrosoanilina, em meio etandlico (20 mL). O sistema reacional foi deixado em
agitacdo magnética e refluxo, a uma temperatura de aproximadamente 80 °C, durante 8 horas.

Ao fim da reacdo, essa foi filtrada e lavada sucessivamente com etanol aquecido, obtendo-se o

ACN-01 (Esquema 5).

4.2.2.2.3 Sintese da acridina-9-carboxaldeido (AC-02)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 3 g do ACN-01 e 60 mL
de HCI 6 M, em agitacdo magnética e aquecimento (75-78 °C), durante o periodo de 6 horas.
Ao fim, a reagdo foi resfriada a temperatura ambiente e filtrada, tendo seu precipitado lavado
com 50 mL de uma solu¢do de HCI 2M, sendo novamente o precipitado solubilizado em uma
solugdo de HCI/H>O até pH 2. A solugao foi filtrada e, a fase aquosa, adicionou-se NaHCOs até

atingir o pH 8, ocasionando a precipitagdo dos cristais de AC-02 (Esquema 5).
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Esquema 5 - Esquema de sintese para obtenc¢ao do nticleo acridinico

\
N—

Ho N H_ 0
CHj o o
0 - : —
— E—
= bz —
N N N N
H

AC-01 ACN-01 AC-02

(a) CH3CO4H, ZnCl, 210 °C;
(b) EtOH, N,N-dimetil-nitrosoanilina, 80 °C;
(c) HCI, 75-78 °C.

Fonte: Autoria (2024).

4.2.2.3 Sintese dos compostos finais (AMTACs)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se 0,1000 g de AC-02 ¢ o
respectivo intermediario JR, na equivaléncia de 1:1, em meio etanolico (7 mL) e basico, pela
adigdo de trietilamina (5 gotas). A reacdo foi deixada sob agitagdo magnética e a temperatura
de refluxo do etanol (aproximadamente 78 °C), sendo acompanhada por meio de cromatografia
de camada delgada analitica. Ao fim da rea¢ao, realizou-se a filtracdo do produto, com posterior

lavagens sucessivas com agua destilada para sua purificacdo.

4.2.3 Determinacéo de pureza dos compostos sintetizados

A pureza dos derivados espiro-acridinicos foi determinada por pureza de pico em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A separagdo cromatografica foi realizada com
um cromatografo liquido Perkin® Elmer Flexar equipado com uma bomba quaternéria 200
Q/410 e um detector de matriz de diodo LC 200 (DAD). A fase estacionaria consistiu de uma
coluna Waters® Symmetry® C-18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) mantida a 30 °C. Os eluentes foram
agua (10%) e (B) metanol (90%). Os cromatogramas foram adquiridos a 270nm. a pureza de

pico foi determinada pelo software IRIS - Spectral Processing Software.
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4.2.4 Avaliagéo da atividade antileishmania frente Leishmania amazonensis e Leishmania
infantum

4.2.4.1 Avaliacao da atividade antipromastigota

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/OOLTB 0016) e
Leishmania infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263), que expressam o gene da beta-
galactosidase de E. coli (SILVA SANTOS et al., 2019), foram mantidas a 26 °C em meio
Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino,
hemina (2,5 pg mL™?), 1% de antibidticos (100 Ul mL™" de penicilina e 100 pg mL™! de
estreptomicina) e 50 ug mL™! de higromicina. Parasitos em fase exponencial de crescimento
foram empregados em todos os procedimentos experimentais.

Para a avaliagdo da atividade leishmanicida sobre as formas promastigotas, os parasitos
foram contados e diluidos em meio Schneider’s suplementado, numa concentragio de 1 x 10°
promastigotas/mL (1 x 10° promastigotas/poco) e incubados durante 72 h, numa temperatura
de 26°C, na presenca de diferentes concentracdes dos compostos espiro-acridinicos (0,78 a 100
ng/mL). Como controle, foram utilizados parasitos incubados apenas com meio de cultura,
meio de cultura sem parasitos e meio de cultura contendo os compostos. Apos o periodo de
incubacdo, foi adicionada a solucdo de CPRG (clorofenol vermelho-f-D-galactopiranosideo),
seguida de nova incubag¢do por 10 minutos, a 22°C. A leitura da absorbancia foi realizada a 570
nm no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC.

A agdo leishmanicida dos compostos foi avaliada mediante a redugdo da atividade da
beta-galactosidase nas culturas tratadas em comparagiao com a cultura controle sem tratamento.
A anfotericina B foi empregada como controle positivo. Os valores de ICso foram determinados
por meio de analise de regressao nao linear utilizando o software Prisma Graphpad 8.0.1. Cada

ensaio foi realizado em duplicata.

4.2.4.2 Avaliagao da atividade antiamastigota

A determinac¢do da atividade sobre formas amastigotas foi realizada por meio da
infeccio de macréfagos RAW 264.7 (0,2 x 10° células/pogo) com formas promastigotas
infectantes (15 parasitos/célula) e tratados com os compostos em teste. Apds um periodo de 24
horas, o substrato CPRG foi adicionado e a quantificacdo da inibicdo do crescimento parasitario
foi realizada por meio de espectrofotometria. A concentra¢do que inibe 50% do crescimento do
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parasito (ICso) foi o parametro utilizado para estimar a inibicdo do crescimento, e foi
determinada a partir dos valores de inibi¢do do crescimento por meio de analise de regressao
nao linear, utilizando o software Prisma Graphpad 8.0.1. A anfotericina B foi empregada como

controle positivo. Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.5 Avaliacdo da atividade tripanocida

4.2.5.1 Avaliagdo da atividade sobre células de vertebrado infectadas com Trypanosoma cruzi

O ensaio da beta-galactosidase, conforme descrito por Buckner e colaboradores (1996)
e modificado por Romanha et al. (2010), foi empregado para avaliar o efeito tripanocida dos
compostos sobre as formas amastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi de forma simultanea. Este
método utiliza a cepa Tulahuen de 7. cruzi, a qual expressa o gene da beta-galactosidase de
Escherichia coli.

Para a condugdo dos ensaios, fibroblastos de camundongos da linhagem L929 foram
semeados em placas de 96 pogos e incubados duante o periodo de 24 horas a 37° C para permitir
a adesdo e a subsequente infeccdo com 10 parasitos/célula. Apds 2 horas, o meio contendo os
parasitos extracelulares foi substituido por meio novo e a placa novamente incubada a 37° C
por 48 horas. Posteriormente, o meio de cultura foi renovado, sendo adicionados os compostos
em concentragdes decrescentes, a partir de 100 pg mL™!, até atingir o ICso. Apds 96 horas de
incubagdo, o substrato CPRG foi adicionado as amostras, que foram entdo incubadas a 37°C.
Apo6s um periodo de incubagdo adicional de 16 a 20 horas, a leitura da absorbéncia foi realizada
em um espectrofotometro, utilizando um filtro de 570 nm. O fArmaco benzonidazol foi utilizado
como controle positivo (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12, 1,56; 0,78 pg/mL). Os resultados foram
expressos como a porcentagem de inibi¢cao do crescimento parasitario e a ICso foi determinada

por interpolagdo linear (HUBER; KOELLA, 1993).

4.2.5.2 Determinagdo do efeito sobre tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas da cepa Y (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953) foram obtidas a
partir da infeccdo in vitro da linhagem de células L929 mantidas em meio RPMI suplementado
com 10% de SFB e glutamina 2 mM. A fim de avaliar o efeito tripanocida, as formas
tripomastigotas foram distribuidas em placas de 96 pocos, 100.000 tripomastigotas por pogo,
juntamente com diferentes concentragdes dos compostos espiro-acridinicos (100; 50; 25; 12,5;
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6,25; 3,12, 1,56; 0,78 ug mL™") e incubadas durante 24 horas, a uma atmosfera de 5% de CO»,
a 37°C. o indicador de viabilidade celular alamarBlue® foi adicionado em uma concentragao
final de 10%, e a placa foi reincubada a 37°C em uma atmosfera contendo 5% de CO; por 24 a
48 horas. A leitura foi realizada em um espectrofotometro, utilizando-se dois comprimentos de
onda. Como controles, foram utilizados pogos contendo parasitos sem tratamento, pogos
contendo meio de cultura com alamarBlue® a 10%, pogos contendo apenas meio de cultura e
pocos contendo parasitos tratados com o farmaco de referéncia, benzonidazol (100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12, 1,56; 0,78 pg mL™). Os resultados foram expressos como a diferenga na
porcentagem de reduco entre os parasitos tratados e ndo tratados, conforme a equagao sugerida
pelo fabricante do alamarBlue® (Invitrogen Corporation). A concentracdo letal para 50% dos

tripomastigotas (LCso) foi determinada por interpolacdo linear (HUBER, W.; KOELLA, 1993).

4.2.6 Determinacdo da citotoxicidade

4.2.6.1 Citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7

Células RAW 264.7 foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade celular pelo ensaio do
MTT ((3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5- diphenyltetrazolium bromide). As células RAW 264.7
(0,2x10° unidades/pogo) foram distribuidas em placas de 96 pogos e incubadas durante o
periodo de 24 horas, a 37°C e 5% CO», para ades@o. Os compostos AMTAC-01 e AMTAC-22
foram adicionados em oito concentragdes, que variaram de 0,78 a 100 pg mL™!, e incubados por
48 horas. Apos incubagdo com os compostos, adicionou-se 20 pLL de MTT por pogo, a 5 mg
mL"! em PBS. Duas horas depois, o meio de cultura foi descartado e 100 pL de DMSO por
pogo foram adicionados para solubilizagdo dos cristais de formazan. A absorbancia foi medida
no comprimento de onda de 570 nm. A concentragdo capaz de inibir a viabilidade celular em
50% (CCsp) foi calculada por anélise de regressao nao linear usando-se o software Prisma

Graphpad 8.0.1. Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.6.2 Citotoxicidade em células Vero

O cultivo das células Vero se deu em garrafa de culturas, em meio RPMI suplementado
com 10% de SFB, conservado em estufa incubadora a 5% de CO> a 37° C (Thermo Scientific
Forma Series IT Water Jacket (LBCM/CPqAM)), sendo o meio de cultura trocado duas vezes

por s€mana.
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A avaliacdo nessas cé€lulas se deu pelo teste do MTT. As células foram semeadas em
placas de 96 pogos na concentragdo de 6x10° células/pogo € incubadas em atmosfera de 5% de
CO; a 37 °C, durante 24 horas. Apos esse periodo, retirou-se o sobrenadante dos pocos e
adicionaram-se os compostos em teste nas concentracdes de 10; 5; 2,5; 1,25; € 6,125 pg mL™,
levando-se a placa para incubagdo durante 72 horas. Subsequentemente, retirou-se novamente
o sobrenadante e, aos pogos, adicionou-se a mesma quantidade de meio RPMI e 10 pL do
reagente MTT, numa concentra¢io de 5 mg mL™'. Apds 3 horas de cultivo, o MTT foi retirado
e adicionou-se 100 uL de DMSO por pogo para a solubiliza¢do dos cristais de formazan. A
leitura da absorbancia foi realizada utilizando o leitor de ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad),
Califérnia, EUA (490 nm).

A concentragdo capaz de causar a perda de viabilidade em 50% (CCsovero) das células
Vero foi determinada por andlise de regressao linear dos dados obtidos pelo sofiware SPSS 8.0
para Windows. Cada teste foi feito em 2 experimentos independentes, com culturas distintas e

em quadriplicata para cada experimento.

4.2.6.3 Citotoxicidade em fibroblastos L929

As células L929, mantidas em meio completo RPMI (Invitrogen) a 37°C em uma
atmosfera com 5% de CO,, foram distribuidas em placas de 96 pocos (0,04 x 10° células/poco)
e incubadas por 72 horas para permitir a adesao e o desenvolvimento celular. Apos esse periodo,
0s compostos (0,78 a 100 pug mL™t) foram adicionados e as placas foram novamente incubadas
a 37°C e 5% de COa. Posterior as 96 horas de incubacdo com os compostos, 20 uL da solugéo
de MTT a5 mg mL* em PBS foram adicionados a cada pogo. Duas horas depois, 0 meio de
cultura foi descartado e 100 pL de DMSO foram adicionados a cada poco para solubilizar os
cristais de formazan. A absorbancia foi medida a 570 nm. omo controle negativo, células sem
tratamento foram utilizadas, e como controle de toxicidade do veiculo dos compostos, foi
utilizado DMSO a 1%. Todos os ensaios foram realizados em duplicata, e a concentragao
citotoxica para 50% das células (CCso) foi determinada por interpolacdo linear (HUBER,;
KOELLA, 1993).
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4.2.6.4 Citotoxicidade em hemdcias

A determinagao da atividade dos compostos sintetizados em hemacias se deu em sangue
periférico humano do tipo O+. Os eritrécitos foram diluidos em solugdo salina tamponada com
fosfato, ajustando a concentracdo do sangue para 5% de hemadcias em volume de 80 pL.
Adicionou-se a esse os derivados diluidos em concentragdes seriadas num volume de 20 pL de
PBS (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg mL™), e realizou-se a incubagio a 37° C,
durante 1 hora, em estufa B.O.D. Apos esse periodo, adicionou-se 200 pL. de PBS a fim de
interromper a reagdo, ¢ as suspensoes foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria (espectrofotometro
modelo Biosystems ELx800, Curitiba, PR, Brasil) a 540 nm, a fim de determinar a atividade
hemolitica.

Os experimentos foram realizados em triplicata biologica e duplicata amostral. Os
resultados foram expressos em concentracdo hemolitica média (HCso) considerando o controle
positivo como 100% de hemdlise, e como controle negativo a auséncia de composto.

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa Humana do Centro de Ciéncias

da Saude (CCS) da UFPB, com protocolo niimero 0511/15, CAAE: 49005615.7.0000.5188.

4.2.7 Determinacdo do indice de seletividade

A partir dos resultados obtidos de atividade antiamastigota e antipromastigota nas cepas
de L. infantum e L. amazonensis, bem como de atividade tripanocida sobre amastigotas e
tripomastigotas de 7. cruzi, estimou-se os respectivos valores de ICso e LCso (concentragao
capaz de inibir 50% do crescimento). Os testes relacionados a toxicidade efetuada pelos
compostos forneceram valores de CCsomac (concentragdo citotoxica para 50% dos macréfagos),
CCsovero (concentracdo citotoxica para 50% das células Vero), CCsoriz (concentragdao
citotoxica para 50% dos fibroblastos) e HCso (concentracao citotoxica para 50% das hemacias).

Esses valores possibilitaram a determinagdo do indice de seletividade (IS) dos
compostos as formas de Leishmania sp. e T. cruzi avaliadas. Para tal, realizou-se a razao entre

os valores de citotoxicidade fornecidos pelos valores de ICso e LCso.
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4.2.8 Interagdo com DNA

O DNA de esperma de salmao (ssDNA. Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foi utilizado
para o ensaio de interagado com DNA. Para preparacao da solucdo estoque de ssDNA consistiu
em tampao Tris HCI1 (0,1 M, pH 8,0) e ssDNA, que foi mantida a uma temperatura de 8° C por
24 horas para estabilizacdo. Apds esse intervalo, a solugdo foi submetida a sonicagdo por 30
minutos, e sua concentracdo foi determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 6600
M em™ a 260 nm (WOLFE; SHIMER; MEEHAN, 1987). A pureza da solugio de ssDNA foi
avaliada pela relacdo entre os valores de absorbancia em 260 e¢ 280 nm, utilizando o
espectrofotometro GeneQuant 1300.

Pararelamente, a solugdo estoque do composto AMTAC-22 foi realizada por meio da
sua dissolugdo em dimetilsulfoxido e, para a preparacao das solucdes-testes, essas foram
diluidas em tampao Tris HCI1 (0,1 M, pH 8,0). Ademais, a solugdo-estoque da sonda de brometo
de etidio (BE) a uma concentracdo de 1 mM, sendo subsequentemente diluida em tampao Tris-
HCI (0,1 M, pH 8,0). A concentra¢do da sonda foi ajustada para 3 uM e a do ssDNA para 30
uM. Apds uma incubagdo de 10 minutos a 25 °C, as medic¢des foram conduzidas em uma cubeta
de quartzo retangular com um caminho optico de 1 cm, utilizando o espectrofluorimetro JASCO
FP-6300 (Toquio, Japao). A sonda BE foi avaliada na auséncia e presenga do ssDNA e,
posteriormente, em interacao com o AMTAC-22. Esses, por sua vez, foram obtidos usando o
comprimento de onda de excitagdo de 526 nm e a varredura de emissao entre 550-700 nm.

Os ensaios foram realizados em duplicata. As solu¢des foram homogeneizadas,
permitindo uma estabilizacdo de 10 minutos no sistema tamponado. Em seguida, foram
submetidas a andlise de fluorescéncia. O comportamento de supressdao de emissao foi avaliado

utilizando a equacdo (3) de Stern-Volmer (Ksv) (LAKOWICZ, 2006):
Fo
- = 1+ Ksv [Q] (3)

Os valores de Fo e F representam as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na
presenca dos derivados, respectivamente. Por sua vez, Ksv € a constante de supressao linear e
[Q] denota a concentragdo do composto. Assim, o grafico da intensidade de emissao relativa
(FO/F) em fun¢ao de [Q] foi empregado para determinar a constante por meio da regressao

linear do grafico. Os dados de ligacdo foram obtidos utilizando o sofiware OriginPro 8.5.
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4.2.9 Estudo in silico de ancoragem molecular

A fim de efetuar os estudos in silico de docking molecular, as seguintes estruturas
cristalograficas foram selecionadas: DNA (PDB ID: 1Z3F e 102D), esterol 14-alfa dimetilase
de L. infantum (PDB ID: 3L4D) e de T. cruzi (PDB ID: 3KSW), tripanotiona redutase de L.
infantum (PDB ID: 2JK6) e de T. cruzi (PDB ID: 1GXF), triosefosfato isomerase de L.
mexicana (PDB ID: 11F2) e T. cruzi (PDB ID: 1CI1), topoisomerase I de L. donovani (PDB ID:
2B9S) e topoisomerase 2 de 7. cruzi (PDB ID: 8 GCC), cisteino protease B de L. amazonensis
e cruzaina de 7. cruzi (PDB ID: 1AIM). Os alvos foram obtidos do Research Collaboratory of
Structure Bioinformatics Protein Data Bank, com exce¢do do cisteino protease B de L.
amazonensis (CPBLa), cujo o modelo da estrutura cristalografica foi desenvolvido por
modelagem por homologia, conforme apresentado anteriormente no topico “3.2.8.1
Modelagem por homologia”.

Semelhantemente ao exposto no topico “3.2.8.2 Docking molecular”, devido a escassez
de modelos tridimensionais especificos para as espécies de Leishmania avaliadas in vitro (L.
amazonensis e L. infantum) e baseando-se na homologia da estrutura primdria e a conservagao
genética entre essas espécies (TSCHOEKE et al., 2014), alvos pertencentes as espécies L.
mexicana € L. donovani foram incluidas nesse estudo.

Os compostos espiro-acridinicos tiveram suas estruturas desenhadas e calculos de
conformacdo realizados no software MarvinSketch 23.16. Subsequentemente, esses foram
submetidos a célculos de otimiza¢do geométrica no software ArgusLab 4.0.1. Posteriormente,
as estruturas foram submetidas a simulagdo através do programa Gold 5.8.1, no qual os
resultados foram expressos como fitness score. As interagdes formadas foram analisadas com
auxilio do Discovery Studio R7 Client.

Aos alvos obtidos complexados a ligantes co-cristalizados, foi realizada a redocagem
como método de validagdo. Esse método consiste em submeter o ligante co-cristalizado com o
alvo em questao aos estudos de docking molecular e observar se as interacdoes com os residuos
de aminoacidos chave e a orientagdo espacial do ligante sdo preservados, de modo a comprovar
a capacidade preditiva do modelo in silico. Um baixo valor de RMSD (Root Mean Square
Deviation), igual ou abaixo de 2,0 A, é amplamente aceito como a distingdio entre o sucesso e
o fracasso em reproduzir um modo de ligacao conhecido (YUSUF et al., 2008). Desse modo,
neste trabalho foi aceito como metodologia validada todo resultado que apresentar valor de

RMSD <2,0 A.
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4.2.10 Simulagéo de dinamica molecular

Apos a obtengao dos resultados de docking molecular, os complexos do AMTAC-01 nos
alvos CPBLa e topoisomerase 1 de L. donovani (PDB ID: 2B9S), juntamente com os do
composto AMTAC-22 com as estruturas cristalizadas de CYP51 de T. cruzi (PDB ID: 3KSW)
e triosefosfato isomerase de 7. cruzi (PDB ID: 1CI1) foram submetidos a simula¢des de
dinamica molecular utilizado o software GROMACS®. A metodologia utilizada para a
realizagdo desse estudo teodrico segue conforme exposto no topico “3.2.8.3 Simulagdo de

dinamica molecular”.

4.2.11 Predicao farmacocinética in silico

As predigdes farmacocinéticas foram realizadas por meio da utilizagdo de plataformas
online, disponibilizadas de maneira gratuita e, que apresentam graficamente resultados mais
propicios para discussdes e correlagcdes. Foram esses: o SwissADME, desenvolvido pela Swiss
Institute of Bioinformatics na Suica (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) o pkCSM (PIRES,
D. E. V.; BLUNDELL; ASCHER, 2015), e o XenoSite (MATLOCK; HUGHES;
SWAMIDASS, 2015). Os parametros avaliados incluiram a predicdo de propriedades de

absorc¢ao, log P, druglikeness, inibidores de isoformas de CYP450, entre outros.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Obtencao dos derivados espiro-acridinicos

Os compostos AMTAC-01 e AMTAC-22, previamente sintetizados e apresentados por
Almeida e colaboradores (2016) e Pinheiro Segundo (2020), respectivamente, foram
ressintetizados a fim de avaliar suas propriedades antiparasitarias. Conforme descrito pelos
autores previamente citados, a obtencdo dos intermediarios N-acilhidrazonicos (JR-09 e -19
para AMTAC-01 e -22, respectivamente) ocorre por um mecanismo reacional de condensacgao
seguida de desidratacdo. Pararelarmente, realizou-se a sintese do nucleo acridina-9-
carboxaldeido, que consiste em trés etapas: a obten¢do da 9-metilacridina (AC-01), N'-(acridin-
9-ilmetileno)-N* N*-dimetilbenzeno-1,4-diamina (ACN) e, por fim, o nilicleo acridina-9-
carboxaldeido (AC-02). O mecanismo reacional que justifica a formagao dos produtos ¢ bem
elucidado pela literatura e ¢ detalhadamente apresentado nos trabalhos desenvolvidos por
Moura (2009) e Silva (2018).

Por fim, a obtencdo dos produtos finais da sintese consiste em uma reacdo de
condensagdo do tipo Knoevenagel. Essa ocorre pela reagdo entre um composto carbonilado e
outro contendo o grupo metileno ativo, que resulta na formacao do aducto com ligagdao dupla
carbono-carbono. Desse modo, a primeira etapa da reagdo se caracteriza pela ionizagdo do
derivado N-acilhidrazonico em meio bésico. Nas etapas subsequentes, ocorre uma condensagao
seguida de desidratacdo, com a formagdao do composto que, subsequentemente, sofre uma
ciclizagdo espontanea no carbono 9 da acridina, obtendo-se os compostos finais contendo o

nucleo espiro-acridinico (Esquema 6) (CUNHA; SANTANA, 2012; GOUVEIA, 2017).
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Esquema 6 - Mecanismo reacional para obtencao dos derivados espiro-acridinicos (AMTACS)

1° Etapa:
Wan
N
N-NH_ CN ) : N-NH  ON
R-C! C, = R-C/ C-
H onH H o H
2° Etapa:
R-C
3° Etapa:

6]

_ T

N o8 < -~ N, )—c=c—< . HO
HO0H  NH=Ng > NH-N 2

G T T e

4° Etapa: Ciclizagao espontanea

AMTAC-01: R = fenil
AMTAC-22: R = 3-indol

Fonte: Adaptado de Pinheiro Segundo (2020).
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Para melhor visualizagdao das caracteristicas fisico-quimica dos derivados em estudo,

segue na tabela 6 os dados obtidos e apresentados por Almeida e colaboradores (2016) e

Pinheiro Segundo (2020). As informagdes ausentes nesses trabalhos foram investigadas em

laboratorio a partir dos compostos ressintetizados e adicionadas a respectiva tabela.

Tabela 6 - Caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos derivados espiro-acridinicos

Parametro

AMTAC-01

AMTAC-22

Nome quimico

(E)-1'-(benzilidenoamino)-5'-oxo-
1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-

9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

(E)-1'-(((1H-indol-3-
il)metileno)amino)-5'-oxo-1',5'-
dihidro-10H-espiro[acridina-

9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

Formula molecular C2Hi16N4O CiH17N50
Massa molecular 376,41 g mol’! 415,45 g mol!
Aparéncia fisica Po verde Po6 amarelo

Rendimento reacional 79,82% 53,24%
Faixa de fusdo 217-222°C 267-270 °C
Log P 4,62 3,12

Espectroscopia de

Infravermelho (KBr, cm
)

3291,85 (NH),175,12 (C=0),
1614,95 (C=N), 1486,49 (C=C).

3350 (NH), 2241 (CN), 1702

(C=0)

Espectrometria de

massas (m/z)

Massa calculada: 376,1324
Massa encontrdaa: 377,1240

Massa calculada: 415,4461
Massa encontrada: 415,8606

Espectroscopia de
ressondncia magnética
de hidrogénio (300 MHz,
DMSO-d6, ppm)

6=9,85 (1H, s, NH); 8,56 (1H, s,
CH); 8,39 (1H, s, CH); 7,34 (4H, m,
aromatico); 7,27 (2H, m, aromatico);

7,01 (4H.,t, aromatico) J = 7.6 Hz;

6.83 (2H, t, aromatico) J = 7.6 Hz;

2.49.

0 =11,49 (s,1H,NH); 9,79
(s,1H, NH); 8,93 (s, 1H, CH);
8,45 (s, 1H, N=CH); 7,62 (m,

2H, indol); 7,34 (m, 1H, indol);
7,26 (m, 2H, indol); 7,11 (m,
2H, espiro-acridinico); 7,05 -

6,93 (m, 4H, espiro-acridinico);

6,85 (m, 2H, espiro-acridinico).

Espectroscopia de

ressondncia magnética

6=161,30 (C=0); 161,30 (C=C
espiro); 148,05 (C=N); 139,11 (=C-

;8= 161,6 (C, C=0); 160,8 (C,
C=C); 148,8 (C, Ar); 139,2 (C,
Ar); 137,2 (C, Ar); 131,7 (C,
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de carbono (75 MHz, NH); 134,05 (C=C fenil); 131,08 Ar); 130,2 (C, Ar); 127,3 (C,
DMSO-d6, ppm) (C=C fenil); 130,63 (C=C acridina); ﬁg 331 Eg ﬁg ggé Eg
129,33 (C=C fenil); 127,50 (C=C Ar); 1154 (C, Ar); 112,9 (C,

fenil); 127,30 (C=C acridina); (%\Bceﬁg ag é%)Ag)Q; 1(%3).

120,89 (C=C acridina); 115,44 (C=C

acridina); 112,81 (C=C espiro);
111,81 (C=C acridina); 108,60
(C=N); 69,24 (Cq).

Fonte: Almeida e colaboradores (2016); Pinheiro Segundo (2020); Autoria (2024).

Adicionalmente, os compostos foram avaliados quanto a pureza por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para proceder para os ensaios in vitro. Desse modo, determinou-se a
pureza do pico cromatografico, o qual ¢ calculado mediante a comparacdo dos espectros
normalizados na ascensao e descida do pico, a uma altura de pico selecionada de forma global,
eficientemente identificando qualquer impureza que corresponda a mais de 1% do composto
principal (SOUSA et al., 2024). O equipamento utilizado (Perkin® Elmer Flexar) indica como
puros os picos automaticamente calculados que resultem num valor entre 1 e 1,5.

Desse modo, o cromatograma do composto AMTAC-01 apresentou a presenca
majoritaria de um unico pico com pureza de 1,07 (Figura 35). Adicionalmente, realizando-se o
calculo manual do percentual de pureza baseando-se nos valores de area dos picos presentes
em 270 nm, levando-se em consideracao o pico presente no tempo de reten¢do de 3,29 minutos,

obteve-se o valor de pureza de 98,56% (Tabela 7).
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Figura 35 — Cromatograma do derivado AMTAC-01
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Fonte: Autoria (2024).

Tabela 7 - Picos da amostra de AMTAC-01 detectados por CLAE

Canal re t:f:::l;:) 0 ((rlrfin) Area do pico
270:5:395:10 1,69 6748,6
270:5:395:10 2,96 26738,9
270:5:395:10 3,29 8092821,9
270:5:395:10 3,74 70486,8
270:5:395:10 4,04 14580,9

Fonte: Autoria (2024).

A anélise do AMTAC-22 revelou a presenca de um pico predominante com valor de

1,27, constantando, por meio desse, a pureza da amostra (Figura 36). Adicionalmente, realizou-

se também o célculo do percentual de pureza do mesmo. Para tal, selecionaram-se as areas dos
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picos de absor¢do analisadas em 230 nm e determinou o pico presente no tempo de retencao de

2,67 minutos como majoritario, obtendo-se o resultado de 98,39% de pureza (Tabela 8).

Intensidade (mV)

Figura 36 - Cromatograma do derivado AMTAC-22
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Fonte: Autoria (2024).

Tabela 8§ - Picos da amostra de AMTAC-22 detectados por CLAE

Canal re ttf::l;:) 0 (?nin) Area do pico
230:10:400:10 1.44640973 635.026019
230:10:400:10 1.70630754 21466.0462
230:10:400:10 1.75579505 7637.1391
230:10:400:10 1.84211645 7807.64224
230:10:400:10 1.89748775 8741.19652
230:10:400:10 2.39917958 10960.4564
230:10:400:10 2.67003037 6110201.01
230:10:400:10 3.72803102 42484.264

Fonte: Autoria (2024).
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4.3.2 Avaliagéo do potencial antileishmania

Os compostos AMTAC-01 e AMTAC-22 foram avaliados frente formas amastigotas e
promastigotas de L. amazonensis ¢ L. infantum, ambas expressando beta-galactosidase pela
presenca do gene da B-galactosidase (B-gal) integrado em seu locus cromossomico 18S rRNA
(ssu) (SANTOS et al., 2019). Essas espécies responsaveis pelas manifestacdes clinicas cutdnea
e visceral, respectivamente. A fim de determinar a seletividade dos compostos aos parasitos,
esses também foram avaliados quanto a citotoxicidade em hemacias, macréfagos e células Vero.

Os resultados alcangados por meio desses testes in vitro estao presentes na tabela 9.

Tabela 9 — Avaliagao antileishmania in vitro dos compostos espiro-acridinicos

N ANFOTERICINA
PARAMETRO AMTAC-01 AMTAC-22 B
) 1Cs0pro 2,2+0,07 1,3+0 0,14 £0,01
L. amazonensis
(ng mL™) 1C50ama 43+32 3,6+2,5 0,07 £ 0,007
. ICSOpro 1,4 +0 1,3 +0 0,1 + 0,05
L. infantum
mL"!
(ng ) ICs0ama 8,8+0,5 13,1+1,8 0,2+0,16
HCso(ug mL™) > 400 > 400 22,41
CCsomac (ng mL™) 2,4+04 1,5+0 1,5+0,8
CCSOVERO (“g mL-l) 0551 0556 97,67
HCs0/IC50pr0 > 181,8 >307,7 160,1
CCsomac/I1Cs0pro 1,1 1,2 10,7
IS
CCsovero/ICso0pro 0,2 0,9 697,6
(L. amazonensis)
HC50/IC50ama >93 >111,1 320,1
CCsomac/ICs0ama 0,6 0,4 21,4
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CCs0vero/ICs0ama 0,1 0,1 1395,2
HCs0/IC50pr0 >285,7 >307,7 2241
CCsomac/ICsopro 1,7 1,2 15
IS CCsovero/ICso0pro 0,3 0,4 976,7
(L. infantum) HC's0/ICs0ama >454 > 30,5 112,05
CCsomac/ICs0ama 0,3 0,1 1,5
CCsovero/ICs0ama 0,06 0,04 488,3

Fonte: Autoria (2024). Legenda: ICspama = concentragdo capaz de inibir em 50% o crescimento das formas
amastigotas. ICsopro = concentragdo capaz de inibir em 50% o crescimento das formas promastigotas. HCso =
concentragdo capaz de promover 50% hemolise. CCsomac = concentragdo citotoxica que inibe 50% da
viabilidade em macrofagos RAW 264.7. CCsovero = concentragdo citotoxica que inibe 50% da viabilidade de

células Vero. IS = indice de seletividade.

A partir da determinagdo do potencial leishmanicida do composto espiro-acridinicos
selecionados frente as formas de L. amazonensis constatou-se uma boa atividade
antileishmania, obtendo-se valores de ICso variando de 1,3 a 4,3 pg mL!. Nota-se, entretanto,
uma maior atividade de ambos compostos frente promastigotas, com um indice de seletividade
para essas formas de 1,95 e 2,77, em comparacao ao resultado alcancado frente as amastigotas
(ICs0ama/ICsopro), para os compostos AMTAC-01 e -22, respectivamente. Sendo, nesse aspecto,
o composto AMTAC-22 o mais ativo para ambos estagios evolutivos. Todavia, o farmaco de
referéncia utilizado como controle positivo, a anfotericina B, apresentou inibicdo do
crescimento parasitdrio em concentragdes significativamente inferiores (ICsopro= 0,07 pg mL!
e ICs0ama = 0,14 pg mL).

Os derivados em andlise ndo demonstraram toxicidade as hemécias humanas na maior
concentracio avaliada (400 pg mL™"), entretanto, ambas apresentaram consideravel inibicdo da
viabilidade celular de macrofagos (CCso = 2,4 e 1,5 pg mL™' para AMTAC-01 e -22,
respectivamente) e células Vero (CCso = 0,51 e 0,56 pg mL™' para AMTAC-01 e -22, na devida
ordem), resultanto em baixos indices de seletividade ao parasito.

Os macrofagos, como anteriormente mencionados, sdo as principais células do sistema
imune responsaveis pelo controle da infecgdo, sendo cruciais para determinagdo da progressao

ou regressao da doenga. Portanto, a inviabilizacdo dessas células afeta diretamente na
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capacidade de defesa contra o parasito pelo hospedeiro. As células Vero, por sua vez, tratam-se
de células epiteliais dos rins de mamiferos, e sdo importantes linhagens modelo para o estudo
de efeitos nefrotoxicos (FRANCA et al., 2014). Assim, a alta toxicidade apresentada pelos
espiro-acridinicos a essas células nao influi diretamente na progressao da doenca, mas pode ser
indicativa de toxicidade as células do hospedeiro e limita consideravelmente sua administracao.

Um comportamento semelhante ¢ observado no trabalho desenvolvido por Nobre (2021)
ao avaliar o derivado AMTAC-02 (-OCH3), que constitui a mesma série de compostos
acridinicos aqui apresentados. Embora diferentes cepas (MHOM/BR/PHS8) e metodologias
(ensaio de MTT e contagem por cadmara de Neubauer) tenham sido utilizados em relacdo ao
presente ensaio (MHOM/MA/67/ITMAP-263 ¢ medi¢do da expressio de p-gal,
respectivamente), resultados proporcionais entre estagios do parasito para os compostos
AMTAC -01, -02 e -22 foram constatados. Os resultados descritos pela autora apresentam
valores de ICso de 0,73 e 13,50 uM para as formas promastigotas e amastigotas,
respectivamente. Semelhantemente, o composto ndo apresentou hematotoxicidade (HCso > 400
uM) e indicou toxicididade as células Vero (CCsovero = 2,86 uM, IS [CCsovero/ICsoama] =
0,21). Entretanto, ndo demonstrou toxicidade aos macrdéfagos (CCsomac = 569,50 puM),
diferentemente dos derivados espiro-acridinicos em estudo. Embora as diferencas estruturais
sejam limitadas, determinados parametros podem ser ressaltados a fim de estabelecer uma
relagdo estrutura-atividade relacionada a toxicidade em macrofagos e sdo apresentados na

figura 37.
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Figura 37 - Andlise estrutural dos compostos AMTAC-01, -02 e -22.

Aceptores H: 3
Doadores H: 1
Ligacdes rotativas: 2

AMTAC-01
CCsomac = 2,4 ng/mL

A MM, TSA, Rm
+ LogP
Adicao de ~
grupamento funcional ’ | Expansdo molecular
.
HN
AMTAC-02 AMTAC-22
(Nobre, 2020)
Aceptores H: 4 Aceptores H: 3
Doadores H: 1 Doadores H: 2
Ligacdes rotativas: 3 Ligacdes rotativas: 2

Fonte: Autoria (2024).

Conforme exposto na figura 37, as diferencas entre os compostos consistem na maior
liberdade conformacional e na quantidade de grupamentos aceptores e doadores de ligagdes de
hidrogénio do composto AMTAC-02 em relacdo aos demais. A presenca de um carbono
hibridizado em sp; adicional nessa estrutura, presente no grupamento metoxila, confere ao
sistema uma menor rigidez em relacio ao AMTAC-22, o que pode afetar diretamente sua
capacidade de se encaixar e interagir no sitio ativo. Além disso, a inclusdo do grupo funcional
metoxila, por meio de um bioisosterismo nao classico a partir do AMTAC-01, proporciona a
estrutura um atomo de oxigénio com dois pares de elétrons livres aptos a atuar como doadores

de elétrons ou aceptores de ligacdes de hidrogénio.
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Ainda, embora 0 AMTAC-22 apresente o grupamento NH no anel inddlico, o qual
também possui pares de elétrons livres, esses apresentam-se mais aprisionados ao sistema de
ressonancia do sistema aromatico, tornando esse grupamento funcional predominantemente um
doador de ligacoes de hidrogénio. Assim, essas parecem ser caracteristicas estruturais
importantes para a interagdo com os sitios de ligacao presentes no macrdofago, tendo em vista
que a adi¢do de um grupamento aceptor de H ao AMTAC-02, em relagdo ao AMTAC-01,
diminuiu a toxicidade, enquanto a adi¢do de um grupamento doador de H ao AMTAC-22,
também em comparagdo ao AMTAC-01, tornou o derivado mais toxico.

No que se refere a agdo dos AMTACs sobre L. infantum, os compostos demonstraram
maior afinidade sobre as formas promastigotas (ICsopro = 1,4 € 1,3 pg mL™! para AMTAC-01 e
-22, respetivamente), embora também tenham se mostrado ativos contra amastigotas em baixas
concentracdes (ICsoama = 8,8 € 13,1 ng mL™! para AMTAC-01 e -22, na respectiva ordem). Desse
modo, observa-se que os compostos apresentaram atividade antipromastigota semelhante,
porém no que diz respeito a atividade antiamastigota, o derivado AMTAC-01 apresentou menor
valor de 1Cso. Entretanto, ambos compostos ainda apresentaram baixo valor no indice de
seletividade para as formas morfoldgicas do parasito quando utilizados como parametro os
resultados de CCso em macréfagos e células Vero, e ndo toxicidade frente hemacias.

O artigo publicado por Almeida e colaboradores (2021) reporta a avaliagdo de
compostos da série AMTAC frente L. infantum (MHOM/BR/2008/RN-0), pela metodologia de
ensaio com MTT. Nesse, a melhor atividade antipromastigota e antiamastigota ¢ atribuida ao
composto AMTAC-11 (ICso = 1,109 e 0,974 pg mL™!, respectivamente), sendo, portanto, esse
comparavel em termos de potencial antipromastigota aos derivados AMTAC-01 e -22 em
analise, porém consideravelmente mais ativo contra amastigotas. Realizando-se uma breve
relacdo estrutura-atividade com base nesses resultados (Figura 38), nota-se que, partindo do

AMTAC-11, a modificagdo molecular ndo ¢ benéfica para atividade antiamastigota.
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Figura 38 - Relacdo estrutura-atividade dos compostos espiro-acridinicos frente amastigotas

de L. infantum

AMTAC-11
ICSO = 0,974 p,g/mL
LogP =49
MM = 419,48 g/mol
(ALMEIDA et al., 2021)
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Simplificaciao Anelacao
molecular

H
AMTAC-01 AMTAC-22
ICs5y = 8,8 ng/mL IC5y=11,8 ng/mL
Log P =4,62 LogP=4,16
MM = 376,4 g/mol MM = 415,44 g/mol

Fonte: Autoria (2024).

Observa-se que, em relacao ao composto avaliado por Almeida et al. (2021), o AMTAC-
01 apresenta como propriedade um menor Log P e massa molecular, fatores que podem exercer
influéncia direta sobre a biodisponibilidade da molécula em questdo. Além disso, a introdugao
de um grupamento amino terciario no anel aromatico confere ao AMTAC-11 a capacidade de
estabelecer uma interagdo adicional por meio de ligacao de hidrogénio, atuando como aceptor.

Por outro lado, 0o AMTAC-22, além de apresentar um menor valor de Log P e MM em
relacio ao AMTAC-11, apresenta uma restricdo conformacional e aumento do volume
molecular, que podem interferir no encaixe do composto no sitio de ligacdo do alvo. Vale
ressaltar que a alteracdo da posicdo onde ocorreu a condensacao durante a formagdao do

intermediario N-acilhidrazonico de cada composto pode também alterar a complementariedade
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da estrutura do composto com o alvo. Como ¢ indicado na figura 38 pela presenga dos asteriscos
em verde, no AMTAC-11 a condensacdo ocorre no anel benzénico, enquanto que no derivado
AMTAC-22, acontece na porgao pirrdlica que compde o anel indolico.

Além disso, como mencionado anteriormente, a presenca do grupamento amina em um
sistema aromatico reduz a dispobilidade dos elétrons livres do atomo e, consequentemente, sua
capacidade de exercer interagdes como aceptor de ligagdes de hidrogénio. Esses fatores
combinados podem justificar o maior valor de ICso do AMTAC-22 em relagdo aos demais
espiro-acridinicos.

Ainda em relagdo a AMTAC-11 avaliada por Almeida e colaboradores (2021), ndo ¢
possivel a realizagdo do comparativo da citotoxicidade a células de mamiferos, tendo em vista
que o trabalho ndo aborda o efeito em macrofagos e células Vero. Entretanto, ¢ realizada a
avaliagdo em PBMC e hemdcias, no qual o composto ndo apresentou toxicidade até as maiores
concentragdes testadas.

Logo, os resultados obtidos demonstram a potencialidade dos compostos AMTAC-01 e
AMTAC-22 como leishmanicidas, porém com importantes limita¢gdes advindas da toxicidade
por esses desempenhadas. Contudo, ressalta a importancia de compreender o modo de agdo

desses compostos a fim de contornar esses obstaculos.

4.3.3 Avaliagao do potencial tripanocida

Com o objetivo de compreender mais profundamente o impacto sobre
tripanosomatideos de outros géneros, foram realizadas investigacdes com compostos espiro-
acridinicos frente duas cepas de 7. cruzi, abrangendo a andlise tanto em amastigotas quanto em

tripomastigotas. Os resultados alcangados sdo apresentados na tabela 10.
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Tabela 10 - Avaliagdo da atividade tripanocida dos compostos AMTAC-01 e -22

ICs0 sobre o LCso sobre CCso sobre indice de
COMPOSTO parasito! tripomastigotas? L9293 Seletividade?
(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™)
AMTAC-01 2,2+0,3 57+0,2 15+0,2 0,7
AMTAC-22 23+0,1 29+0 16+04 0,7
Benzonidazol 0,4 +0,07 46+0,2 540 + 57 1.350

Fonte: Autoria (2024). 'Concentragio do composto que reduz o crescimento parasitario da cepa Tulahuen em
50% (amastigotas e tripomastigotas). 2Concentragio do composto letal para 50% dos tripomastigotas da cepa Y
de T cruzi. *Concentragdo do composto que inibe a viabilidade das células 1929 em 50%. “CCso do composto
sobre as células L.929 dividido pelo ICso do composto sobre o parasito (cepa Tulahuen).

A avaliagdo dos compostos espiro-acridinicos sobre o parasito envolve a analise da
atividade desses compostos em relagdo aos amastigotas e tripomastigotas, que foram incubados
em células do hospedeiro vertebrado, que, nesse caso, compreende os fibroblastos. Essa cepa,
em especifico, ¢ sensivel aos medicamentos comercialmente disponiveis. Desse modo, o
benzonidazol, principal farmaco utilizado para o tratamento da doenca de Chagas, apresentou
um 6timo ICso de 0,4 pg mL™'. Nio obstante, os compostos em anélise também demonstraram
boa atividade antiparasitaria, com valores de ICso de 2,2 e 2,3 ug mL™ para AMTAC-01 e
AMTAC-22, respetivamente.

Entretanto, o mesmo padrdo de toxicidade as células do hospedeiro ¢ visualizado ao se
analisar o efeito dos compostos espiro-acridinicos sobre fibroblastos 1.929. Os compostos
demonstraram apresentar baixo valores de 1,5 e 1,6 pg mL!, resultando num indice de
seletividade de 0,7 para ambos. Em contrapartida, o farmaco de referéncia apresenta uma maior
tolerancia ao resultar num valor de CCso de 540 pg mL! frente a essas células e,
consequentemente, num indice de seletividade de 1.350.

Por outro lado, ao avaliar os compostos diretamente sobre formas morfologicas de
tripomastigotas isoladas, o derivado AMTAC-22 apresentou um valor de ICso mais desejavel
do que o benzonidazol (2,9 e 4,6 pg mL™!, respetivamente). A cepa utilizada para essa avaliacio
caracteriza-se por apresentar média resisténcia ao tratamento farmacoldgico (DINIZ et al.,
2018), o que ressalta a potencialidade do AMTAC-22 e um possivel mecanismo de agdo

diferente aos farmacos tripanocidas.
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Além disso, o composto AMTAC-22 demonstrou ser mais ativo que o arcabouco da
série, 0 AMTAC-01. A expansao molecular resultante da modificacdo estrutural que originou
no composto espiro-acridinico indolico pode fundamentar o estabelecimento de uma relagao
estrutura-atividade, considerando que a substituigdo do benzilideno pelo indol confere a
estrutura: diminui¢do na lipofilia (Log P = 4,62 para AMTAC-01, e 4,16 para AMTAC-22), que
pode favorecer acesso a um sitio ativo de carater mais hidrofilico e menor deposi¢ao em regioes
hidrofobicas, além de apresentar influéncias na farmacocinética, como melhoria na solubilidade
e difusdo; aumento da massa molecular (MM = 376,4 ¢ 415,4, para AMTAC-01 e -22,
respectivamente), juntamente com o aumento no volume da estrutura, que podem favorecer o
melhor encaixe da molécula no alvo, e também conferir a estrutura maior capacidade de
interagir especificamente com o sitio ativo desejado; adicdo de um grupamento doador de
hidrogénio (-NH), que, como mencionado anteriormente, podem ser importantes no
estabelecimento de um complexo mais estavel com o sitio ativo; dentre outras propriedades
fisico-quimicas, como o aumento no parametro de area de superficie polar total e refratividade

molar, e estruturais, como a alteragao da disposi¢ao do anel benzénico dentro do sitio ativo.

4.3.4 Interacdo com DNA

A fim de determinar a capacidade do composto AMTAC-22 em interagir com DNA,
avaliou-se por fluorescéncia a possibilidade desse deslocar o brometo de etideo (BE), a sonda
fluorescente, quando intercalado entre os pares de base do DNA. O AMTAC-01, por sua vez,
foi anteriormente avaliado por Almeida e colaboradores (2016) frente ctDNA nas concentracdes
de 10 a 200 uM, nas quais apresentou deslocamento hipocromico do complexo BE-ctDNA em
39% na maior concentragao testada. O calculo da constante de deslocamento de Stern-Volmer,
por sua vez, resultou em um valor de 1,87 x 10° M™!, confirmando a interagio com DNA.
Adicionalmente, essa avaliagdo foi realizada por uma técnica complementar de absor¢ao de
UV-Vis, que confirmou os resultados anteriores e forneceu dados para o calculo da constante
de ligacdo (Kb), de 2,3 x 10* M, caracteristico de compostos que intercalam com o DNA.

Segue na figura 39 os espectros para melhor visualizagao.
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Figura 39 - Espectros de (a) fluorescéncia e (b) absor¢ao de UV-Vis do AMTAC-01
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Fonte: Almeida et al. (2016).

Desse modo, tendo em vista a capacidade do derivado nao-substituido em intercalar com
o DNA e possivelmente apresentar esse como um dos seus possiveis mecanismos de agao,
investigou-se o comportamento do derivado indodlico.

O AMTAC-22 foi avaliado nas concentragdes de 10 a 100 uM. Como visualizado no
espectro presente na figura 40, a macromolécula isolada de DNA ndo emite fluorescencia
quando excitada, similarmente ao BE, que quando livre, ndo apresenta fluorescéncia
significativa devido ao efeito de supressdo pelas moléculas do solvente. Entretanto, quando
estdo em complexo emitem uma fluorescéncia intensa devido a intercalacdo que o BE realiza
entre os pares de bases do DNA. Desse modo, ao interagir com o DNA, a molécula sob teste
desloca o BE, resultando na altera¢do da intensidade da fluorescéncia do complexo DNA-BE

(ALMEIDA et al., 2016; ZHANG et al., 2010).
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Figura 40 - Interagdo do AMTAC-22 com DNA por fluorescéncia
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Fonte: Autoria (2024).

No espectro apresentado na figura 40, observa-se uma modificacdo na fluorescéncia do
complexo DNA-BE a medida que diferentes concentragdes de AMTAC-22 sdo adicionadas,
indicando que o deslocamento aumenta com a concentracdo do composto. Até a concentragao
de 100 uM de AMTAC-22, ocorre um deslocamento de aproximadamente 56% do complexo,
valor superior ao relatado por Almeida et al. (2016) para o AMTAC-01 (39% em 200 uM). Essa
alteracdo fornece uma base para auxiliar na determinacdo do modo de interagdo do composto
com o DNA, uma vez que compostos intercalantes geralmente resultam em uma diminui¢ao na
emissdo de fluorescéncia do complexo DNA-BE em mais de 50%, enquanto valores inferiores
indicam outros mecanismos de interacdo, como a interacdo com os sulcos do DNA
(KHORASANI-MOTLAGH et al., 2013; LING et al., 2008).

Adicionalmente, baseando-se nos valores de intensidade de fluorescéncia obtidos,
realizou-se o calculo da constante de supressao fluorescente (Ksv) pela equagdo de Stern-
Volmer, a partir do qual foi obtido o resultado de Ksv = 1,74 x 10* M, Esse valor,
considerado moderadamente alto, ¢ indicativo da for¢a da interacdo formada entre 0 AMTAC-
22 com o DNA. Para alguns pesquisadores, no entanto, o Ksv por si s6 ndo ¢ conclusivo para
classificar o composto como intercalante, embora o valor na ordem 10* seja bastante sugestivo
(ALSAEDI et al., 2021; ASEMAN et al., 2019; SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Diante desses resultados, também podemos analisar a inclinacdo do grafico de Stern-
volmer baseando-se no modelo de equagdo linear, no qual o valor de R foi igual a 0,8668,

representando uma boa relacao linear. Isso indica um unico mecanismo de extingdo, seja
122
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dindmico ou estatico (ASEMAN et al., 2019). Entretanto, de acordo com Khorasani-Motlagh e
colaboradores (2013), um valor de Ksv de 10* M ¢ muito alto para caracterizar um
deslocamento por um mecanismo dinamico, indicando que esse seja estatico. Esse tipo de
mecanismo ocorre pela formagao de um complexo mais estavel com DNA e ocorre por modos
de interacdo como a intercalagdo e interagdo com os sulcos (GENG et al., 2023; JOHARI-
AHAR et al., 2023; ZHOU et al., 2022).

Em conclusao, os resultados do ensaio indicam que o composto AMTAC-22 interage de
forma eficaz com o DNA, exibindo uma afinidade maior do que o AMTAC-01, e sugerindo um
possivel modo de interagao por intercalagdo entre as bases do DNA. No entanto, essa analise
ndo ¢ conclusiva para esse fim, sendo necessarios estudos adicionais. Desse modo, para
complementar e esclarecer o possivel mecanismo de interacao, foram realizados estudos de

docking molecular de ambas acridinas frente duas macromoléculas de DNA cristalizadas.

4.3.5.1 Docking molecular em DNA

Moléculas contendo o ntcleo acridinico sdo classicamente classificadas como
intercaladoras de DNA devido ao sistema poliaromatico, assim como explanado no tépico 2.4.
No entanto, no caso dos compostos espiro-acridinicos, o processo de ciclizagdo espontinea
durante a etapa de sintese dos produtos finais ocasiona a quebra da aromaticidade do anel
central do nucleo acridinico, gerando uma estrutura mais flexivel que, por consequencia, afeta
a planaridade inerente ao nucleo acridinico que € essencial para esse se interpor entre as bases
de DNA e formar interagdes hidrofobicas.

Assim, devido a inconclusdo dos resultados in vitro, os estudos de docking molecular
foram realizados utilizando dois alvos cristalizados de DNA que favorecem diferentes
mecanismos de interagdo com a macromolécula: intercalacio de DNA (PDB ID: 1Z3F) e
interacdo com o sulco menor do DNA (PDB: 102D). A metodologia utilizada para simulagdo
em cada alvo foi validada pelo redocking, que compreende o confronto da conformagao do
ligante redocado com o ligante co-cristalizado. Para ambos, o resultado de RMSD foi abaixo
de 2A (BELL; ZHANG, 2019). Segue na tabela 11 as estruturas sobrepostas com o respectivo
RMSD em cada alvo.
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Tabela 11 - Validagdo dos alvos de DNA por redocking

ALVO LIGANTE Estruturas sobrepostas?® RMSD

1Z3F Elipticina 0,47

102D Propamidina 0,24

Fonte: Autoria (2024). Legenda: (a) Ligante redocado em azul e ligante co-cristalizado em amarelo.

Como visto nas imagens contidas na tabela 11, a diferenciagdo entre os ligantes
redocado e co-cristalizado foi minima e, principalmente para propamidina, que ocorre pela
rotagdo livre inerente as ligagdes de carater sp?, conferindo um maior grau de liberdade a
estrutura, porém mantendo-a dentro dos parametros de aceitabilidade. Assim, apos a validagao
do método, os compostos foram analisados frente aos alvos escolhidos e a determinacdo das
afinidades ocorreu pela mensuragdo do Fitness Score. Seguem na tabela 12 os resultados

alcangados.

Tabela 12 - Docking molecular dos compostos espiro-acridinicos em DNA

COMPOSTO 1Z3F 102D
AMTAC-01 57,71 53,96
AMTAC-22 72,03 58,11

Ligante 85,43 75,82

Fonte: Autoria (2024).
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Embora nenhum dos compostos tenha apresentado um score superior a dos ligantes co-
cristalizados, esses resultados, juntamente com as intera¢des formadas, permitem identificar os
modos de agdo favorecidos. No alvo 1Z3F, a molécula de DNA adota uma conformagdo que
facilita a insercdo da molécula entre as bases nitrogenadas, levando a formagdo do complexo.
Assim, sendo as interagdes hidrofobicas as de maior importancia para o estabelecimento de uma
intercalacdo (RESCIFINA et al.,, 2014), observa-se, na figura 41, que o AMTAC-01 as
estabeleceu duas interagdes de empilhamento pi-pi e pi-pi em forma de T com as bases
Guanina?2 e Citosinal, respectivamente. Por outro lado, o AMTAC-22 estabeleceu 6 interagdes
desses tipos com Guanina2, Citosinal, Guanina6 e Citosina5. Essas, por sua vez, justificam o
maior score apresentado pelo AMTAC-22 (72,03) em relagdo ao AMTAC-01 (57,71), tendo em
vista que o ligante co-cristalizado, a elipticina (85,43), estd envolvido na formagao de 10

interacdes do tipo empilhamento pi-pi com as bases supracitadas (Anexo 4).

Figura 41 - Docking molecular dos compostos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo de
DNA (PDB ID: 1Z3F).
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Fonte: Autoria (2024).
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Portanto, observa-se na figura 42 que ambos compostos estabilizaram o complexo por
intercalacdo através de interagdes formadas pelos anéis aromaticos benzénico (AMTAC-01) e
inddlico (AMTAC-22), ao invés dos anéis acridinicos que, para o composto -01, desenvolveu
interacdes do tipo ligacdo de carbono-hidrogénio ou ligacdo de hidrogénio pi-doador,
possivelmente conforme o motivo supracitado. Desse modo, conforme a ancoragem molecular
realizada nesse alvo, sugere-se a capacidade dos AMTACs em intercalar em DNA, porém nao
por intermédio do anel acridinico. Para melhor visualizagdo do posicionamento das moléculas

no alvo, segue na figura 42 os complexos na forma tridimensional.

Figura 42 - Disposi¢ao dos compostos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo 1Z3F

A

Fonte: Autoria (2024).

Em contrapartida, os resultados no PDB 102D, que permite analisar possiveis interagdes
com os sulcos, os derivados espiro-acridinicos apresentam valores aproximados, de 53,96 e
58,11 para AMTAC-01 e -22, respectivamente. A partir da visualizagdo da disposi¢do e
estabilizacao dessas moléculas no alvo (Figura 43), € possivel observar que as interacdes junto
as paredes dos sulcos sdo desenvolvidas majoritariamente pelo anel acridinico por meio de

interacdes pi-anion.
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Figura 43 - Interagdes dos compostos espiro-acridinicos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22
aos sulcos do DNA (PDB ID: 102D)

Fonte: Autoria (2024).

Desse modo, de acordo com os resultados obtidos por meio da ancoragem molecular e
dos ensaios in vitro, observamos uma concordancia entre os achados e sugerimos o modo de
interacdo do AMTAC-22 com o DNA predominantemente por intercalagdo, semelhantemente
as conclusdes obtidas por Almeida e colaboradores (2016) para 0o AMTAC-01 apds avaliagao
por fluorescéncia e absor¢ao no UV-Vis. Porém, ressaltamos, de acordo com o que se avaliou
por meio do docking molecular, a possibilidade de uma concomitante interagcao com os sulcos
devido a flexibilidade conformacional apresentada em determinadas por¢des da estrutura.

Semelhantemente, corroborando com os achados de intercalagdo pelas AMTACsS, os
estudos realizados por Gouveia e colaboradores (2018) demonstram o efeito de outros nove
derivados espiro-acridinicos frente ctDNA pela andlise da absor¢ao no UV-Vis. Os resultados
apresentados pelos autores mostram que, sete desses apresentaram valores de Kb entre 10° e
10° M, caracteristico de compostos intercaladores (IHMELS; OTTO, 2005), enquanto apenas
o derivado AMTAC-11 apresentou um padrao mais caracteristico de compostos que interagem
aos sulcos devido a maior quantidade de 4tomos ionizéveis (R3N) e carbonos sp® (Kb = 1,1 x
108 M™1). A estrutura do AMTAC-11 pode ser vista na figura 16.

No entanto, apesar da capacidade apresentada dos compostos espiro-acridinicos de

interagir com o DNA, majoritariamente por intercalacdo, esse mecanismo unicamente nao
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justifica a totalidade da atividade antiparasitaria apresentada pelos compostos, principalmente
ao avaliarmos a melhor performance dos derivados espiro-acridinicos frente determinadas
espécies e estagios morfologicos. Porém, esse mecanismo pode esclarecer a toxicidade
apresentada as células do hospedeiro, tendo em vista que o perfil intercalador nao ¢ seletivo

entre células nucleadas.

4.3.5 Estudo tedrico de possiveis mecanismos de acao

A fim de elucidar o possivel mecanismo de agdo que, juntamente com a intercalacao ao
DNA possa estar envolvido nas a¢des leishmanicida e tripanocida dos compostos AMTAC-01
e AMTAC-22, estudos teoricos de mecanismo de agdo por docking molecular foram realizados.
Para isso, selecionaram-se dez alvos farmacoldgicos essenciais para sobrevivéncia dos
parasitos: esterol 14-alfa-dimetilase de L. infantum e T. cruzi (CYP51, PDB ID: 3L4D e PDB
ID: 3KSW), tripanotiona redutase de L. infantum e T. cruzi (TryP, PDB ID: 4APN e PDB ID:
1GXF), topoisomerase 1 em complexo com DNA de L. donovani e topoisomerase 2 de 7. cruzi
(Topo, PDB ID: 2B9S e PDB ID: 8GCC), triose-fosfato isomerase de L. mexicana e de T. cruzi
(TFI, PDB ID: 1IF2 e PDB ID: 1CIl), cisteina protease B de L. amazonensis (CPBLa) e
cruzaina de 7 cruzi (CP57/51, PDB ID: 1AIM). Todos os alvos mencionados, com excessao do
Topo de L. donovani e o CPBLa, apresentam em sua estrutura o ligante co-cristalizado e foram
validados por meio do redocking, no qual apresentaram valores de RMSD de referéncia abaixo
de 2 A, considerados aceitaveis para o estudo (BELL; ZHANG, Yang, 2019). Assim, os valores
obtidos na validagdo, juntamente com as estruturas dos ligantes co-cristalizado (amarelo) e

redocado (azul) sobrepostas, estdo presentes na tabela 13.
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ALVO

Tabela 13 - Validagao dos alvos por redocking

LIGANTE

Estruturas sobrepostas?®

RMSD
A)

3L4D

Fluconazol

1,52

3KSW

((4-(4-clorofenil )-N-[2-
(1H-imidazol-1-il)-1-
feniletil|[benzamida)

(VNF)

1,79

4APN

4-[[1-(4-etilfenil)-2-metil-
5-(4-
metilsulfanilfenil)pirrol-3-
ilJmetil]tiomorfolina

Jvo)

1,09

1GXF

Quinacrina mostarda

1,53

8GCC

2-{3-[(Z)-iminometil]-1H-
1,2,4-triazol-1-i1}-1-
{(3M)-3-[2-
(trifluorometil)fenil]-6H-
pirrolo[ 3,4-b]piridin-6-
il}etan-1-ona

(CT1)

0,99
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Acido [2(formil-hidroxi-

11F2 amino)-etil]-fosfonico 0,31
(IPP)
1CI1 Hexano 1,71

Benzoil-tirosina-alanina-

1AIM fluorometilcetona 0,66

(ZYA)

Fonte: Autoria (2024). Legenda: (a) Ligante redocado em azul e ligante co-cristalizado em amarelo.

Assim, havendo as metodologias sido validadas, foram realizadas as simulagdes de
ancoragem molecular nos alvos selecionados, mensurando a afinidade do composto por um

parametro no qual ¢ diretamente proporcional, o Fitness Score.

4.3.5.1 Docking molecular nos alvos esterol 14-alfa-dimetilase (CYP51)

A afinidade dos compostos espiro-acridinicos frente ao alvo CYPS1 de L. infantum e de
T. cruzi foi determinada in silico, juntamente com os ligantes co-cristalizados (fluconazol e

VNF), e os resultados estdo presentes na tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados do docking molecular frente CYP51
L. infantum T. cruzi
COMPOSTO
(PDB: 3L4D) (PDB: 3KSW)
AMTAC-01 57,36 78,85
AMTAC-22 52,63 93,27
Ligante 67,13 80,97

Fonte: Autoria (2024).

Os resultados observados frente ao alvo de L. infantum demonstram que os compostos

AMTAC-01 e AMTAC-22 apresentaram boas afinidades, porém nao superiores ao ligante co-

cristalizado (67,13). No entanto, no alvo de T. cruzi, o composto AMTAC-22 se destacou devido

ao seu score de afinidade superior ao ligante VNF (93,27 e 80,97, respetivamente), que, por sua

vez, apresentou um score aproximado ao composto AMTAC-01 (78,85). Para melhor discussao

e compreensao dos residuos de aminoacidos envolvidos na estabilizacdo dos complexos, segue

a tabela 15.

Tabela 15 - Residuos dos alvos CYP51 que interagem com as moléculas em estudo

L. infantum T. cruzi
COMPOSTO
(PDB: 3L4D) (PDB: 3KSW)
Leu355, Met459, Pro52, Val356, Tyr103, Hem488, Ala291, Met106,
AMTAC-01
Phe48, Met359. Met460, Phe290.
Val356, Pro209, Met359, Val212, Ala291, Hem488, Tyr103, Met106,
AMTAC-22
Met459. Phe290, Vall109, Leu208.
Vall14, Met284, Alall5, PhellO,
Ala290, Thr294, Cys422, Leu355,
Ligante Ala287, Hem488, Leu356, Cys422,

Met459.

Fonte: Autoria (2024).

Ala291.
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Ao realizarmos uma analise comparativa focada nos resultados para Leishmania, nota-
se que os compostos adotaram diferentes orientagdes dentro do alvo (Figura 44), favorecendo
interacdes com diferentes residuos de aminoacidos. Verifica-se que todos os derivados
apresentam interagao de seus anéis aromaticos com o residuo Met459, porém de diferentes
modos, sendo eles por: pi-alquil (AMTAC-01, distancia: 4,98 A; AMTAC-22, distancia: 4,84
A; Fluconazol, distancia: 5,72 A) e ligacdo de carbono-hidrogénio (AMTAC-01, distancia: 2,76
A; Fluconazol, distancia: 3,43 A). Dessa forma, ¢ importante destacar que o AMTAC-01 e o
fluconazol estabelecem duas interagdes com esse residuo, contribuindo assim para a maior
estabilidade do complexo. Além disso, o composto AMTAC-01 também apresenta uma
interagdo adicional em comum com o ligante, no residuo Leu355, as quais sao estabilizadas por
interagdes pi-alquil (AMTAC-01, distancia: 5,33 A; Fluconazol, distincia: 5,30 A) e pi-sigma
(Fluconazol, distancia: 5,12 A). Portanto, esses dois residuos parecem desempenhar um papel
importante na agao proteica, e a inibicdo de ambas pode justificar o melhor resultado observado
para o AMTAC-01 em comparacdo com o AMTAC-22. O docking do fluconazol no alvo

encontra-se no anexo 5.

Figura 44 - Intera¢des formadas por (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo CYP51 de

Leishmania infantum
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Além disso, podemos destacar as interagdes aos residuos de aminodcidos Val356, ambos
realizados pelos AMTACs por pi-alquil (distdncias 4,84 e 5,39 A para 01 e 22,
respectivamente), e ao residuo Met359, por interagdo pi-enxofre pelo AMTAC-01 e pi-alquil
pelo AMTAC-22.

Por outro lado, no alvo CYP51 de T cruzi, os AMTACs demonstram disposi¢des
semelhantes dentro do alvo, apresentando em comum interagdes em quatro residuos de
aminoacidos: Tyr103, Ala291, Met106, Phe290 (Figura 45). Além disso, também ¢ comum a
todos a interagdo com Hem488, uma porfirina do grupo heme constitutiva a proteina
(LEPESHEVA et al., 2010), no qual s3o realizadas as seguintes interacdes: AMTAC-01 (pi-
cation, pi-sigma), AMTAC-22 (pi-cétion, pi-sigma e empilhamento pi-pi) e o ligante co-
cristalizado VNF (duas interagdes pi-alquil). O VNF se posiciona de modo diferente no alvo,
apresentando, em comum com os AMTACS, duas interagdes com aminoacido Ala291, sendo

uma pi-alquil, igualmente aos AMTAC:S, e outra por liga¢do de carbono-hidrogénio.

Figura 45 - Interagdes dos compostos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo CYP51 de T.

Cruzi
LEU
(A) ) (B) A:130 ALA
Al A:288
¥ ALA MET
s ALA VAL a0 & A:287 A:460
A:116 folo) £ :
o HEM MET
U A:488 A:106 T
A:230
LEU
AI208 . p
R 2y VR A A:105
VAL N { ——0 ILE ~l P —
A:359 - Y A:105 :
LEU
HEM PHE &3
A:488 A:230 GLU
A:205
A103 Adto MET i
" LEU T A0e MET TYR & 208
A:356 A:460 A'103 s
ALA THR TYR :
A:291 ot A116

Interagées InteracBes
[] van Der waals [ Empilhamento Pi-Pi [] van Der waals [ Empilhamento Pi-Pi
[ Pi-Cation 7 Pi-PiEm Forma De T [ rication [ Pi-Pi Em Forma De T
I Pisigma [] Pi-alquil I risigma [ Pi-Alquil
[[7] Pi-Enxofre

Fonte: Autoria (2024).
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Para o composto AMTAC-22, observa-se a forma¢do de diversas interagdes por
intermédio do anel inddlico presente na sua estrutura, o qual interage com Met106 por meio de
duas interacdes pi-alquil (distancias: 4,31 e 4,17 A), Phe290 por duas interagdes de
empilhamento pi-pi (distancias 4,30 e 3,82 A), Leu208 por pi-alquil (distancia: 5,15 A) e Val109
por pi-alquil (distancia: 5,05 A). Ressaltando que, interagdes com Met106 ¢ Phe290 também
sdo realizadas pelo anel benzilidénico do AMTAC-01, porém em menor quantidade e maior
distancia (5,75 e 5,11 A, respectivamente). Portanto, infere-se que a substitui¢io de anéis foi
benéfica para inibicao in silico do CYP51 de T. cruzi, de modo a torna-lo um alvo promissor

para atividade tripanocida evidenciada pelo composto nos estudos in vitro.

4.3.5.2 Docking molecular nos alvos tripanotiona redutase

O estudo teorico da atividade frente ao alvo tripanotiona redutase de L. infantum ¢ T.
cruzi foi determinada para os compostos em avaliagdo a partir da obtencdo das enzimas
cristalizadas no Protein Data Bank, juntamente com seus ligantes. Os resultados obtidos apds a

simulacao encontram-se na tabela 16.

Tabela 16 - Resultados do docking molecular frente TryR

L. infantum T. cruzi
COMPOSTO
(PDB: 4APN) (PDB: 1GXF)
AMTAC-01 68,98 74,34
AMTAC-22 79,52 89,95
Ligante 89,24 89,29

Fonte: Autoria (2024).

Os scores alcangados quando avaliados frente o alvo de L. infantum mostram que os
compostos AMTACs ndo apresentaram uma afinidade tdo expressiva quanto o derivado
pirrélico JVO. Esse ligante ¢ composto por numerosas ligacdes simples que conferem a estrutura
uma liberdade conformacional, diferentemente dos compostos espiro-acridinicos (Anexo 7).
Apesar disso, determinados residuos de aminoécidos pertencentes ao sitio ativo sdao alcangados
pelos atomos constituintes das estruturas quimicas em estudo, possibilitando a formagao de

interacdes com todos os compostos em analise. Para melhor visualizagdo, segue a tabela 17.
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Tabela 17 - Residuos de aminoéacidos envolvidos nas interagcdes com os alvos de TryR

L. infantum T. cruzi
COMPOSTO

(PDB: 4APN) (PDB: 1GXF)
AMTAC-01 Tyr110, Cys52 Trp22, Metl14
AMTAC-22 Tyr110, Serl4, His461, Glu466 Trp22, Metl14, Glul9

Metl13, Tyrl110, Cys52, 1le106,
Ligante Trp22, Met114, Thr118, Aspl17
Leu399

Fonte: Autoria (2024).

Constata-se que a interagdo com o Tyr110 ocorre para os trés compostos, pela formagao
de interagdes pi-pi em forma de T (AMTAC-01, AMTAC-22 e JV0) e ligagdo convencional
carbono hidrogénio (AMTAC-22). Esse aminodcido, por sua vez, ¢ ressaltado na literatura
como de importancia para formagdo de complexos farmaco-receptor e ¢ de essencial
importancia para ligagdo do co-fator enzimatico, o FAD. Portanto, TryR ¢ dependente de FAD
e a utilizacdo do seu sitio de ligacdo na enzima como alvo farmacologico ¢ uma estratégia
viavel, pois a ligacdo de um fdrmaco antagonista ao local inviabiliza a atividade enzimatica
oxidorredutora (BAIOCCO et al.,, 2013; RODRIGUES et al.,, 2012; VENKATESAN;
SHUKLA; DUBEY, 2010).

Adicionalmente, a interagdo com o residuo Cys52 ocorre por meio de uma interagdo pi-
alquil para o derivado AMTAC-01, e por duas interagdes do tipo pi-enxofre pelo ligante JVO.
Esse aminoécido, por sua vez, ¢ reportado como essencial para enzima (ALMEIDA et al., 2021;
APUY etal., 2004; OTERO et al., 2000).

Desse modo, apenas os dois residuos de aminoacidos supracitados estiveram presentes
no complexo formado com o AMTAC-01 que, embora essenciais, transparecem em seu valor
de score (68,98) inferior em relagdo aos demais. O AMTAC-22, por sua vez, assumiu um
diferente posicionamento no alvo e a capacidade de interagir com outros aminoacidos (Ser14,
His461 e Glu466) por interagdes de van der Waals, pi-anion e pi-pi em forma de T, alcancando
um valor de pontuagdo melhor (79,52), porém nao superior ao ligante co-cristalizado (89,24)

(Figura 46).
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Figura 46 - Interagdes formadas entre (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo 4APN
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Fonte: Autoria (2024).

No que se refere ao alvo TryR de 7. cruzi, essa enzima apresenta uma relevancia
significativa como alvo quimioterapico. Embora essa enzima seja comum a outros parasitos, o
T’ cruzi ndo possui a enzima glutationa redutase, portanto, para manter um ambiente intracelular
redutor, o TryR € responsavel por preservar seus principais tiois, bis-(glutationil) espermidina
[tripanotiona (T(SH)2)] e mono (glutationil) espermidina (Gsp), em seu estado tiol (MEIERING
et al., 2005; PRESTI, LO et al., 2015).

Desse modo, ao avaliar os complexos formados com o alvo de 7. cruzi, observam-se
scores aproximados entre o0 AMTAC-22 e o ligante co-cristalizado quinacrina (mepacrina),
também um derivado acridinico. Assim, todos os compostos acridinicos avaliados apresentaram
interacdes com os residuos Metl14 e Trp22. A Metl14 ¢ considerada como um residuo
importante, pois contribui para a corre¢ao hidrofobica em um lado do sitio ativo (BOND et al.,
1999), e realiza: uma interag@o pi-enxofre com o anel benzénico do AMTAC-01 (distancia: 5,94
A); trés interagdes pi-enxofre (distancias: 6,94 e 7,99 A) e uma pi-alquil (distancia: 5,61 A)
com os anéis aromaticos do AMTAC-22; e trés interagdes com a quinacrina, sendo duas pi-
enxofre (distancias: 6,35 e 8,11 A) e uma alquil (distancia: 4,66 A).

Adicionalmente, diversas interacdes sdo observadas no residuo Trp22. O AMTAC-01

desenvolve dois empilhamentos pi-pi com distancias de 4,10 A com o anel benzénico e 7,06 A
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com o anel acridinico. Semelhantemente, 0 AMTAC-22 formou duas interagdes do mesmo tipo,
ambas pelo anel indolico, porém mais aproximadas ao aminoéacido, com distancias de 3,97 e
4,41 A. No entanto, o anel acridinico da quinacrina intermedia a formacao de trés interagdes de
empilhamento pi-pi com Trp22. Além disso, o Trp22 também interage com o hidrogénio do
carbono tercidrio da quinacrina por uma interagao pi-sigma.

Desse modo, o anel acridinico da quinacrina apresenta um papel importante na formacao
e estabiliza¢ao do complexo, sendo o responsavel por estabelecer cinco interagdes com o alvo.
Como mencionado anteriormente no topico “2.4.2”, a literatura reporta a atividade tripanocida
in vitro da quinacrina e a capacidade de inibir a tripanotiona redutase (HAMMOND; HOGG;
GUTTERIDGE, 1985; JACOBY et al., 1996). Assim, embora tenha sido perdida a
aromaticidade no anel acridinico central dos compostos espiro-acridinicos, esses apresentaram
resultados promissores no docking, interagindo com os principais aminoacidos e, no caso do
AMTAC-22, apresentando um score ligeiramente acima do ligante co-cristalizado,

especialmente pela presenca do anel indolico (Figura 47).

Figura 47 - Ancoragem molecular dos derivados (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo
TryR de T cruzi
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Complementarmente, o grupamento aminico do anel indolico do AMTAC-22 foi
responsavel por formar uma interacdo convencional de carbono hidrogénio com o residuo de
Glul9, reportado por Bond e colaboradores (1999) como um importante aminodcido no
funcionamento e diferenciagdo da enzima. Por conseguinte, essa interagdo de baixo

distanciamento (3,60 A) pode justificar o melhor score obtido pelo espiro-acridinico indélico.

4.3.5.3 Docking molecular nos alvos topoisomerase

A determina¢do do potencial inibitério das isoformas de topoisomerase 1 e 2 de
Leishmania e T. cruzi, respectivamente, foi realizada por meio da simulagdo de ancoragem

molecular e os resultados obtidos estao dispostos nas tabelas 18 e 19.

Tabela 18 - Resultados do docking molecular frente isoformas de Topoisomerase I e II

L. donovani T. cruzi
COMPOSTO
(PDB: 2B9S) (PDB: 8GCC)
AMTAC-01 53,99 70,84
AMTAC-22 47,61 82,07
Ligante 52,56 86,03

Fonte: Autoria (2024).

Tabela 19 - Residuos de aminoacidos envolvidos na interagdo com os compostos avaliados

L. donovani I cruzi
COMPOSTO
(PDB: 2B9S) (PDB: 8GCC)
AMTAC-01 Lys211, Arg190, Argl188, Tyr95 Alad472, Argd60, Glu479

Argd60, Glu479, Arg460, Pro458,
Phe457, Lys413, Pro412
Arg460, Glu479, Leud64, Cys477,
Alad76

AMTAC-22 Lys211, Argl90, Gly191, Tyr95

Ligante Argl88, Argl190, Lys211, His93

Fonte: Autoria (2024).
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O alvo 2B9S, de topoisomerase I de Leishmania donovani, ¢ obtido pela plataforma do
PDB na auséncia de um ligante co-cristalizado, de modo que impossibilita a realizagdo do
redocking para validacao do estudo. Devido a isso, a camptotecina foi utilizada como composto
de referéncia para esse estudo (ALMEIDA et al., 2021). Esse farmaco trata-se de um alcaloide
inibidor de topoisomerase I, utilizado na terapia anticincer. Embora seja direcionado para
células tumorais, sua agdo como inibidor de topoisomerase I de Leishmania sp. ja é descrita na
literatura, onde sao reportados estudos in vitro que demonstram um ECso de 0,7 uM frente
topoisomerase I de L. donovani, em comparagdo ao obtido para topoisomerase I humana de
2,42 uM (MAMIDALA et al., 2016; PRADA et al., 2013). Desse modo, esses dados fornecem
embasamento para utilizacdo desse farmaco para essa finalidade.

Sao enfatizados, por Almeida e colaboradores (2021), os aminoacidos Lys211 e Arg190
como de importancia para inibi¢cdo enzimatica, estando envolvidos no mecanismo inibitorio da
camptotecina (MAMIDALA et al., 2016). De acordo com os achados, os compostos em analise
apresentaram interagcdes com os residuos citados, ocorrendo do seguinte modo: para o derivado
AMTAC-01, houve a interacdo com Lys211 por pi-cation e Argl90 por pi-alquil; AMTAC-22
formou duas interagcdes com Lys211 por pi-cation e Argl90 por pi-alquil; e Camptotecina
estabilizou o complexo com uma ligagdo de hidrogénio com Lys211 e trés interagdes com
Argl90, sendo duas pi-alquil e uma ligagdo convencional de hidrogénio, apresentando-se em
concordancia com os estudos de Almeida et al. (2018).

Nao obstante, os compostos espiro-acridinicos (Figura 48) apresentam interagdo com o
aminoacido Tyr95. Essa ¢ formada pelo AMTAC-01 por intermédio de duas ligacdes
convencionais de hidrogénio, conferindo melhor estabilidade ao complexo quando comparada
ao AMTAC-22, que interagiu com o mesmo residuo por uma interacdo hidrofébica.
Adicionalmente, o AMTAC-01 gerou uma interacao intermolecular do tipo pi-alquil frente ao
aminoacido Argl88, também comum a camptotecina, que interage da mesma maneira.

Desse modo, destacamos o composto espiro-acridinico nao-substituido como de
potencial para inibi¢cdo de topoisomerase I, tendo em vista sua capacidade de estabelecer

complexos estdveis com aminoacidos essenciais para enzima.
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Figura 48 - Interagdes realizadas pelos compostos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo

topoisomerase 1 de L. donovani
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Fonte: Autoria (2024).

Devido a indisponibilidade da estrutura tridimensional cristalizada de topoisomerase |
de T. cruzi no PDB, as simulagdes foram conduzidas utilizando a topoisomerase Il desse
parasito, sendo o PDB de codigo 8GCC selecionado para este propoésito. As diferentes
isoformas da topoisomerase desempenham a funcdo de promover um relaxamento transitorio
as fitas de DNA durante os processos de replicacdo, transcrigdo e recombinagdo. Entretanto,
distinguem-se pelo fato de que as enzimas do tipo 1 causam a quebra de apenas uma fita do
DNA, possibilitando que a outra cadeia se movimente ao seu redor para liberar a tensdo,
enquanto as do tipo 2 provoca a quebra de ambas fitas do DNA e permitem a passagem de outra
molécula de DNA na regido (KOUR et al., 2024).

Desse modo, os compostos espiro-acridinicos, juntamente com o ligante co-cristalizado
CT1, tiveram suas afinidades analisadas frente ao alvo em questdo. Realizando-se um
comparativo entre os complexos formados pelo AMTAC-01 e o AMTAC-22, observa-se que o

AMTAC-22 estabeleceu a formagdo de trés ligagdes convencionais de hidrogénio, enquanto
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apenas duas foram formadas pelo AMTAC-01. A disposi¢ao oposta dentro do sitio ativo do alvo
favoreceu a criacao de interagdes de diferentes aminoacidos com o anel indélico da molécula,
a exemplo das interagdes formadas com Pro412, Lys413 e Arg460 por pi-alquil, Phe457 por
duas interagdes de empilhamento pi-pi, € uma ligagdo convencional de hidrogénio com o

residuo Pro458 (Figura 49).

Figura 49 - Interagdes realizadas pelos compostos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 no alvo

topoisomerase Il de 7. cruzi

(A) ALA (B) PRO ALA

3 B:46. B:476
B:476 3 cvs
B:477 LEU
BLZEZ B:459
CYS . GLY ARG ALA
B:477 GLU GLY LYS B:461 B:460
Lys ARG B:479 B:461  Bi462 ) W
B:413 L) i B:479 PRO
3 B:458
PRO H
B:458 H PHE
! B:457
=0
LEU =
B:459 =
ILE
B:411
ALA
B:478
PHE LYS
B:457 B:413
PRO
B:412
Iitferaqoes Interagdes
v : o o
) -an E)er Wadts ) o B PAnken Van Der Waals [ Pi-Anion
[ Ligagdo Convencional De Hidrogénio [l Pi-Sigma - x A : i-pi
] LigosSo Carbono Hidrogériio ] PiAlqui [ Ligagdo Convencional De Hidrogénio Empilhamento Pi-Pi
— [ Ligacdo Carbono Hidrogénio [ Pi-Alquil

Fonte: Autoria (2024).

No entanto, embora tenha desempenhado uma quantidade menor de interagdes no sitio
ativo do alvo, o ligante CT1 ¢ um derivado cianotriazélico que se liga de modo covalente ao
alvo (RAO et al., 2023). Durante o processo de docking molecular nao hé a formagao da ligagao
covalente, embora o método tenha sido validado pela obtencio de um RMSD de 0,99 A,
encontrando-se dentro dos limites de aceitabilidade. Observa-se para o CT1, no entanto, uma
modifica¢do na hibridizacdo do grupamento amida devido a ressonancia dos elétrons m, de
modo que ha a transferéncia da ligagao n da carbonila para o nitrogénio, que passa a assumir a
carga positiva. Essa alteracdo confere a estrutura a capacidade de formar uma interacao forte

do tipo carga atrativa com o residuo de Glu479, fazendo com que, embora nao haja a formagao
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da ligacdo covalente, o ligante CT1 ainda estabeleca um complexo com o maior score de

afinidade (86,03) (Figura 50).

Figura 50 - Formacao do complexo entre CT1 e topoisomerase Il de 7. cruzi
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Fonte: Autoria (2024).

4.3.5.4 Docking molecular nos alvos triose-fosfato isomerase

O triose-fosfato isomerase (TFI) ¢ uma enzima essencial no metabolismo energético,
visto que catalisa a isomerizacdo gliceraldeido-3-fosfato e do di-hidroxiacetona fosfato na
quinta etapa da via glicolitica. Embora seja uma enzima constitutiva em humanos, apresenta
apenas 52% de similaridade sequencial com as enzimas homologas de L. mexicana e T. cruzi,
um fator-chave para seletividade do candidato a farmaco (AGUILERA et al., 2016;
GONZALEZ-MORALES et al., 2023). Desse modo, dada sua importancia crucial na produgéo
de energia, bem como suas caracteristicas enzimaticas e estruturais bem compreendidas, o TFI
emerge como um potencial alvo parasitario para farmacos (KUSHAWAHA et al., 2012).

Assim, os compostos espiro-acridinicos foram avaliados quanto a possivel inibigdo

desses alvos por ancoragem molecular. Os resultados apresentam-se na tabela 20.
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Tabela 20 - Resultados do docking molecular frente triose-fosfato isomerase

L. mexicana T. cruzi
COMPOSTO
(PDB: 1IF2) (PDB: 1CI1)
AMTAC-01 47.47 50,21
AMTAC-22 56,66 58,38
Ligante 50,23 31,44

Fonte: Autoria (2024).

Verifica-se, nas interacdes formadas nos alvos de L. mexicina e T. cruzi, a afinidade de
ambos compostos espiro-acridinicos, principalmente o AMTAC-22, que obteve melhores
valores de score em relagdo aos ligantes co-cristalizados (IPP e hexano). Assim, para melhor

compreensdo dos aminoacidos envolvidos na formacao dos complexos, segue a tabela 21.

Tabela 21 - Residuos de aminoacidos de triose-fosfato isomerase envolvidos na interacao com

os derivados espiro-acridinicos

L. mexicana T. cruzi
COMPOSTO
(PDB: 11F2) (PDB: 1CI1)
AMTAC-01 Ala236, Val214, Lys239, Val177 Tyr102, Arg71, Thr70, Glul12
Gly235, Ser213, Gly234, Ala236,
AMTAC-22 Ala74, Phe75, 11e69, Arg71, Tyr103
Val214
Gly235, Ile172, Ser213, Gly173,
Ligante Gly234, Glul67, Lys13, His95, Tyr102, Tyr103, Phe75, Arg71, 11e69
Asnll

Fonte: Autoria (2024).

Ao analisar os resultados obtidos relacionados a L. mexicana, o AMTAC-22 apresenta
interacdes com cinco residuos de aminoacidos em comum com os demais compostos: Val214,
Ala236, Gly234, Ser213 e Gly235. Essas interacdes sao estabilizadas por ligacao de hidrogénio
convencional, ligagcdo de carbono-hidrogénio e liga¢ao de hidrogénio pi-doador. Essas ocorrem
por intermédio do anel inddlico e o grupamento iminico presentes na estrutura. Entre essas

interacdes, ressaltamos a ligagdo de hidrogénio estabelecida com Val214 a uma distancia de
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1,88 A, a qual, devido a sua for¢a e proximidade, favorece uma reducio da energia livre (Figura
51B).

Na auséncia do anel indo6lico, o AMTAC-01 se dispde no sitio ativo do alvo de modo
contrario e realiza interagcdes semelhantes ao AMTAC-22 com os residuos: Val214, por ligagao
de hidrogénio convencional, porém a uma distancia ligeiramente superior (2,26 A); e Ala236,
por interacdo pi-alquil. Ambas ocorrem por intermédio do anel acridinico, sendo essa por¢ao
da estrutura também responsavel por estabelecer uma interagdo com o residuo Lys239 por pi-
cation, enquanto o anel benzénico desenvolve uma interagao pi-alquil com Vall77. Assim,
devido a menor quantidade de interacdes realizadas por esse composto, seu score de afinidade

pelo alvo foi menor (Figura 51A).

Figura 51 - Docking molecular dos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 em TFI de L. mexicana
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Fonte: Autoria (2024).

O ligante co-cristalizado IPP apresentou interagdes com diversos residuos de
aminoacidos, conforme apresentado na tabela 21, estabilizados por interagdes de van der Waals,
ligagdo convencional de hidrogénio, ligagcdo de carbono-hidrogénio e cargas atrativas (Anexo
10). No entanto, a pontua¢do gerada na ancoragem molecular foi inferior ao AMTAC-22,
embora este tenha apresentado uma menor quantidade de interagdes. Acredita-se que o baixo

volume molecular da molécula possa ter afetado no devido encaixe no sitio ativo.

144



Ao observar as intera¢des formadas em a triose-fosfato isomerase de 7. cruzi, ambos os
compostos se mostraram como promissores inibidores, em comparagdo ao ligante co-
cristalizado hexano, embora tenham ocorrido interagdes em comum entre esses, tais como as
estabelecidas com o aminoacido Arg71 por ligagdo de hidrogénio (AMTAC-01) ou interagao
pi-alquil (AMTAC-22 e hexano). Esse residuo, em particular, ¢ ressaltado como de importancia
para a enzima no estudo conduzido por Téllez-Valencia e colaboradores (2004), ao avaliar, por
métodos cristalografico, calorimétrico e bioquimico, a inibi¢ao de TFI de 7. cruzi pelo acido 3-
(2-benzotiazoliltio)-1-propanossulfonico.

Devido a sua estrutura composta por hidrocarbonetos saturados, o hexano estabeleceu
majoritariamente interagdes por alquil, pi-alquil e pi-sigma. Essas intera¢des, por serem
relativamente fracas e envolverem flutuacdes momentaneas da distribui¢ao eletronica da cadeia
apolar do hexano e sobreposicao de orbitais para interagdo com o orbital © dos aminoacidos,
respectivamente, resultaram em uma baixa pontuagao de afinidade (31,44). Entretanto, € valido
ressaltar que o hexano ndo é de fato um farmaco, portanto as comparagdes realizadas com esse
ligante sdo limitadas.

Os compostos espiro-acridinicos (Figura 52), por sua vez, desempenham outros tipos de
interagdes consideradas mais fortes que, por sua vez, influenciam diretamente na afinidade pelo
alvo e especificidade do tipo de interacdo formada. A exemplo disso, podemos evidenciar a
ligacdo convencional de hidrogénio desenvolvida entre o grupamento aminico do anel
acridinico com a Tyr103, que ¢ reproduzida pelo hexano por uma interagdo pi-alquil. Além
disso, a capacidade de interagir com esse residuo ¢ uma caracteristica chave para o estabelecer
a seletividade do composto, tendo em vista que Tyr103 € substituida por Phe na enzima

homologa humana (ROMO-MANCILLASA et al., 2011).
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Figura 52 - Interagdes formadas pelos compostos espiro-acridinicos (A) AMTAC-01 e (B)-22

no alvo TFI de T, cruzi
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Fonte: Autoria (2024).

Destacam-se também as interagdes realizadas entre o residuo Thr70 e o AMTAC-01. De
acordo com Romo-Mancillasa e colaboradores (2011), esse residuo € relevante para inibigcao da
atividade enzimatica. Na simulacdo realizada com o AMTAC-01, observa-se a rota¢ao da
ligagdo C-C do carbono da nitrila para aproximacdo e formagdo da ligagdo convencional de
hidrogénio com o respectivo residuo, além da ligacdo com Arg71 anteriormente mencionada. A
carbonila da estrutura, semelhantemente, estabelece uma ligagao de hidrogénio com o residuo

Thr70.
4.3.7.5 Docking molecular nos alvos de cisteina protease

Apresentado e utilizado no capitulo anterior, o alvo cisteina protease B de Leishmania
amazonensis foi obtido por meio de modelagem por homologia, no qual o alvo cruzaina de T.

cruzi (PDB ID: 1AIM) foi utilizado como femplate para constru¢ao do alvo tridimensional de

CPBLa.
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A cruzaina, também conhecida como cruzapaina, vém sido validada como alvo
farmacolégico. E a principal cisteina protease de T cruzi, ¢ expressa durante todo ciclo de vida
do parasito e esta envolvida em varios processos fisioldgicos, como nutri¢ao, invasao de células
hospedeiras e defesa contra o sistema imunoldgico do hospedeiro (SOUZA et al., 2020). Assim,
nesse estudo, ambas as enzimas foram utilizadas para avaliacdo da afinidade dos compostos
espiro-acridinicos com os alvos das diferentes espécies parasitarias. Os resultados sao

apresentados na tabela 22.

Tabela 22 - Resultados do docking molecular frente cisteina protease

T. cruzi
COMPOSTO L. amazonensis
(PDB: 1AIM)
AMTAC-01 56,31 55,12
AMTAC-22 54,96 58,49
Ligante 56,28 71,45

Fonte: Autoria (2024).

Para melhor entendimento das interagdes formadas, segue a tabela 23 com os

aminodacidos envolvidos na formag¢do dos complexos fArmaco-receptor.

Tabela 23 - Aminoacidos dos sitios ativos das cisteinas protases que interagem com 0s
compostos em estudo

T cruzi
COMPOSTO L. amazonensis
(PDB: 1AIM)
Tyr335, Leu287, Ala265, Met196, Cys25, Gly66, Gly65, Leu67,
AMTAC-01
Cys153, Gly194, Asn192 Leul57, Alal33, Met68
Ala265, Met196, Leul95, Gly193, Leu67, Asp60, Aspl158, Cys25,
AMTAC-22
Gly194, Cys153 Met68, Leul57
Leu67, Asp60, Gly66, Trp26, Gly65,
Leul95, Met196, Ala265, Cys153,
Ligante Gly23, Asp158, Met68, Alal33,
Gly194, Asp188, Glul89
Glu205

Fonte: Autoria (2024).
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As estruturas quimicas em estudos desempenharam interagdes no alvo CBPLa que
resultaram em scores aproximados de 53,31, 54,96 e 56,28 para AMTAC-01, AMTAC-22 ¢
ligante 1C, respectivamente (Figura 53). Esses apresentaram interacdes em comum entre si
dentro do sitio ativo, como aos residuos de Leul95, Met196, Ala265, Gly194 e Cys153. Os
modos de interagdes e distancias entre a molécula e o alvo sdo de essencial importancia para
compreensdo das pontuacdes alcancadas por cada composto. Observamos, por exemplo,
interacdes pi-alquil foram realizadas com o residuo de Leul95 por todos compostos, com
variagoes em quantidade (2 interacdes para AMTAC-01 e Ic, e 3 interagdes para AMTAC-22)
e distancia, que variou de 4,53 A (AMTAC-22) a 5,80 A (AMTAC-01).

Figura 53 - Interagcdes dos compostos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22 com CPBLa
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Fonte: Autoria (2024).

Por outro lado, as interagdes formadas com o aminodcido Cys153 foram estabelecidas
por tipos de interagdes intermoleculares distintas entre si. O composto AMTAC-01 interagiu a
partir do anel acridinico com esse residuo por pi-alquil. O AMTAC-22, por sua vez, efetuou
duas interagdes divergentes, sendo uma por pi-alquil por intermédio do anel acridinico e outra

por colisdo desfavoravel entre o proton acridinico e o residuo em questdo. Entre o composto 1c
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e o aminodcido, formou-se uma ligacdo de hidrogénio convencional e pi-enxofre, conferindo
estabilidade ao complexo de maneira mais efetiva em relagdo aos espiro-acridinicos.

Ao ressaltar o complexo formado pelo AMTAC-01, que resultou no maior score,
verifica-se que ¢ estabilizado por outras interagdes além das que foram mencionadas
anteriormente. Este gera uma interagdo pi-enxofre com o residuo de Met196, pi-alquil com
Ala265, e interagdes empilhamento pi-amida com os residuos Gly193 e 194.

Em relacao a performance dos derivados espiro-acridinicos no alvo de 7. cruzi, nota-se
que ambos desenvolveram diversas interagdes com o sitio ativo, porém a maior afinidade foi
apresentada pelo ligante co-cristalizado ZYA.

E visto, para o composto AMTAC-01, que esse apresenta intera¢des do tipo pi-enxofre
com Met68, pi-alquil com Alal33, Cys25 e Leu67, empilhamento pi-amida com Gly65 e 66,
sendo o ultimo também alvo de interagdo do tipo ligagdo de hidrogénio pi-doador. Enquanto
que para o derivado AMTAC-22, interagdes do tipo pi-alquil foram formadas com Cys25,
Leul57 e Leu67, pi-anion com Asp60, pi-enxofre com Met68 e empilhamento pi-amida com

Aspl58 (Figura 54).

Figura 54 - Complexos estabelecidos entre os compostos (A) AMTAC-01 e (B) AMTAC-22

no alvo cruzaina
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E valido ressaltar que o aminoacido no sitio ativo que age como nucleéfilo é a cisteina
na posicao 25 (Cys25). Esse apresenta uma atividade essencial para atividade catalitica da
enzima, de modo que a ligagdo com essa porc¢ao se trata de um mecanismo interessante para
inibicdo da cruzaina (SILVA et al.,, 2020). Diante disso, observa-se ambos AMTACs
apresentaram a capacidade de interagir com esse residuo, diferentemente do ligante co-
cristalizado, reafirmando a potencialidade desses compostos para essa finalidade.

Por fim, os estudos tedricos sobre o mecanismo de agdo através do docking molecular
demonstraram a afinidade dos compostos em relagdo aos alvos selecionados, o que pode
justificar a agdo antitripanossomatidea in vitro dos compostos AMTAC-01 e AMTAC-22.

Além disso, ao analisarmos os resultados obtidos em conjunto, observamos uma
interacdo mais eficaz do AMTAC-01 com os alvos de Leishmania, como o CPBLa ¢ a
topoisomerase 1, nos quais apresentou o melhor resultado. Por outro lado, o AMTAC-22
demonstrou maior afinidade pelos alvos de 7. cruzi, obtendo a melhor pontuagao para trés dos
cinco alvos avaliados, sendo esses CYP51, TryR e TFI. Portanto, para uma melhor compreensao
das intera¢des formadas, os melhores complexos foram selecionados para estudos de dindmica

molecular.

4.3.6 Dinamica molecular

Ap0s a realizagdo do docking molecular em cinco alvos farmacoldgicos comuns para
Leishmania sp. e T. cruzi, quatro complexos foram selecionados para dindmica molecular com
base no perfil promissor de cada composto no respectivo alvo. Foram esses: AMTAC-01 em
CPBLa, AMTAC-01 em Topoisomerase 1 de L. donovani, AMTAC-22 em CYP51 de T. cruzi,
e AMTAC-22 em TFI de T. cruzi.

Desse modo, as simulagdes de dindmica molecular foram realizadas em trajetoria de
1000 ps, utilizando-se como parametros: RMSD, RMSF, Rg e ligacdes de hidrogénio (Figura
55).
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Figura 55 - Dinamica molecular dos compostos espiro-acridinicos em alvos pertencentes a

tripanossomatideos
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Fonte: Autoria (2024). Legenda: (A) grafico de RMSD; (B) grafico de RMSF; (C) grafico de Rg; (D) grafico de
numeros de liga¢des de hidrogénio. Em preto estdo os resultados de AMTAC-01 em CPBLa, em vermelho
AMTAC-01 em topoisomerase 1 de L. donovani, em verde AMTAC-22 em CYP51 de T. cruzi, em azul
AMTAC-22 em TF1 de T. cruzi.

Analisando o primeiro parametro, a raiz do desvio médio quadratico (Figura 55A),
observamos que os compostos apresentaram desvios variando aproximadamente entre 0,1 e 0,5
nm. Os achados apresentam o complexo de CPBLa com AMTAC-01 como o de menores
desvios, apresentando valores proximos a 0,1 nm durante o periodo de analise. Além disso,
podemos destacar o complexo de TFI com AMTAC-22, que apresentou valores aproximados a
0,2 nm no decorrer de 1000 ps. Diante disso, compreendendo que valores de RMSD iguais ou
menores a 2 A, ou seja, 0,2 nm, sdo considerados como poses “quase nativas”, ressaltamos a
estabilidade dos complexos citados (BELL; ZHANG, 2019).

Na avaliagdo da medida de flexibilidade dos dtomos durante a simula¢ao da dindmica

molecular, o RMSF (Figura 55B), verificam-se menores flutuagdes dos residuos nos complexos
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AMTACOI-CPBLa ¢ AMTAC22-TFI. Esses resultados sdo inversamente proporcionais a
estabilidade do complexo, ou seja, menores flutuagdes sugerem melhor estabilidade. Assim, em
concordancia com o parametro anterior, os dados obtidos pela analise de RMSF inferem melhor
estabilidade para os complexos citados e podem indicar que a presenga dos ligantes nao provoca
alteracdes consideraveis na conformagao nativa do alvo.

O raio de giro atua como um parametro para determinar a compactagdo da proteina apos
a formacao do complexo com uma molécula. Observamos no grafico gerado (Figura 55C) que
o complexo AMTACO1-CPBLa revelou valores de Rg variando na faixa de aproximadamente
1,6 nm, que corresponde a 16 A, e indica uma estrutura proxima a originaria (IDRIS et al.,
2020). Os demais apresentaram valores acima de 2,25 nm, indicando alteragdes mais
significativas a rigidez da estrutura do alvo.

A determinacdo da quantidade de ligagdes de hidrogénio formadas durante o curso da
simulagdo de 1000 ps (Figura 55D) mostra que todos os complexos apresentaram um
comportamento semelhante, nos quais as intera¢des ligante-alvo foram compostas por 2
ligagdes de hidrogénio, podendo formar até 3 ligacdes durante a trajetoria analisada nos alvos
mais promissores. Considerando a importancia e forca desse tipo de ligacdo para conferir
estabilidade ao complexo, os quatro apresentaram um resultado desejavel.

Portanto, esses achados auxiliaram na compreensdo dos possiveis modos de acdo dos
derivados espiro-acridinicos ao considerar a movimentagdo do alvo em conjunto com as
moléculas em estudo. A partir desse, observa-se que o complexo AMTACO1-CPBLa apresentou
os melhores resultados em todos parametros avaliados, sugerindo uma alta estabilidade. Em
relagdo ao composto AMTAC-22, os estudos indicaram melhores resultados quando associado
ao alvo TFI de T. cruzi.

Realizando uma correlagao dos dados obtidos in silico com os que foram previamente
visualizados in vitro, nota-se que a modificacdo estrutural realizada pela alteracdo do anel
aromatico promoveu uma possivel e sutil seletividade entre parasitos. Podemos, diante disso,
ressaltar a atividade do composto AMTAC-22 frente formas tripomastigotas de 7. cruzi,
superior ao controle positivo, e sugerir, a partir dos achados in silico, o TFI como um dos alvos

responsaveis pela agao.

4.3.7 Predigdo farmacocinética in silico

A determinacdo das caracteristicas farmacocinéticas € essencial para o compreensio da
eficacia e seguranca da molécula em estudo, além de ser um dos pontos mais visados durante a
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etapa de descoberta e desenvolvimento de farmacos, devido ao fato de questdes relacionadas a
farmacocinética e a toxicologia serem algumas das principais razdes pelo qual o candidato a
farmaco falha em estudos clinicos, totalizando em 39% e 21% dos casos, respectivamente, pelos
quais os compostos sao retirados dos estudos (KOMURA et al., 2021; OBREZANOVA, 2023).

Em vista disso, a utilizagdo de modelos computacionais para predicdo dessas
propriedades € crucial para o desenvolvimento de novos fArmacos, pois permite o conhecimento
prévio do comportamento do firmaco no organismo de acordo com sua estrutura em razao dos
rapidos avancos na quimica computacional ¢ ao acimulo de dados bioldgicos publicamente
disponiveis (GANORKAR; HEYDEN, 2022). Desse modo, a determinagao das propriedades
farmacocinéticas dos compostos desenvolvidos nesse trabalho foi realizada por meio de
ferramentas computacionais disponibilizadas on-line e de forma gratuita.

A avaliagdo inicial dos compostos ¢ realizada pela andlise do Boiled-Egg (Figura 56),
um modelo grafico desenvolvido para o estudo da permeacdo de farmacos através da barreira
hematoencefalica e absor¢ao gastrointestinal, que se destaca por fornecer uma previsao precisa
da lipofilia (coeficiente de particdo n-octanol/dgua de Wildman e Crippen, WLOGP) e
polaridade aparente (4rea de superficie polar topologica, TPSA) de moléculas pequenas

(BAKCHI et al., 2022; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).
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Figura 56 - Modelo de Boiled-Egg dos compostos espiro-acridinicos
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Fonte: Adaptado de SwissADME (2024). Legenda: BBB = barreira hematoencefalica; HIA = absorgdo
gastrointestinal passiva; PGP+ = positivo para substrato de glicoproteina P. PGP- = negativo para substrato de

glicoproteina P.

De acordo com o grafico gerado pelo modelo Boiled-Egg, o derivado AMTAC-01
apresenta a capacidade de permear a barreira hematoencefalica. Tendo em vista que ndo se trata
do objetivo desse trabalho a obtencdo de farmacos que possam permear essa barreira, o
resultado obtido ndo ¢ desejavel.

Quanto a absor¢do gastrointestinal, os dois compostos alta probabilidade de serem
absorvidos desse modo para consequente passagem para corrente sanguinea. Esse achado indica
a viabilidade da administracdo do possivel candidato a farmaco por via oral.

Adicionalmente, o modelo de Boiled-Egg fornece informagdes relacionadas a
probabilidade dos compostos em serem substrato da glicoproteina P (P-gP). Resultados mais

detalhados relacionados a essa proteina sdo mostrados na tabela 24.
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Tabela 24 - Modo de interagdo dos compostos espiro-acridinicos sobre Glicoproteinas P

Substrato | Inibidor | Inibidor
COMPOSTO
P-gP P-gP 1 P-gP 11
AMTAC-01 Nao Sim Sim
AMTAC-22 Nao Sim Sim

Fonte: Autoria (2024).

A P-gp ¢ uma glicoproteina de transmembrana permeavel, pertencente a superfamilia
dos transportadores ABC (ATP-binding cassette), e comumente associada ao fenomeno de
desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas. A atividade dessa proteina compreende a
realizacdo do transporte ativo unidirecional por meio da hidrélise do ATP, a fim de promover o
efluxo do farmaco da célula-alvo. Essa ag¢do ocasiona em uma diminui¢do da concentragao
celular da substancia administrada e produz um efeito subterapéutico. Portanto, devido a alta
relevancia desse transportador, a Food and Drug Administration (FDA) incentiva a triagem
durante os estagios iniciais do desenvolvimento de medicamentos para verificar possiveis
substratos de P-gp (AHMED JUVALE et al., 2022; HUBER, P. C.; MARUIAMA; ALMEIDA,
W. P, 2010; RAGHAVA; LAKSHMI, 2012).

Os resultados, apresentados na figura 56 e tabela 25, mostram que nenhum dos
compostos apresenta caracteristicas estruturais compativeis com a possibilidade de agirem
como substratos da P-gp. Adicionalmente, ambos apresentaram resultado positivo para efeito
inibidor das isoformas I e II da P-gp. Essas isoformas estdo envolvidas no processo de
resisténcia a fAirmacos e o desenvolvimento de compostos inibidores apresenta-se como uma
oportunidade para prevenir ou solucionar a expulsao da droga pela P-gp e proporcionar o efeito
terapéutico desejado (GEORGES et al., 1990; RAGHAVA; LAKSHMI, 2012).

Além disso, os compostos sdo avaliados em relacao aos parametros de druglikeness.
Esses relacionam as propriedades fisico-quimicas dos compostos com a probabilidade desse se
tornar um farmaco de acordo com parametros predeterminados. Para tal, propriedades
moleculares, incluindo hidrofobicidade, tamanho e flexibilidade da molécula, distribuicao
eletronica, sao consideradas. Trata-se de um conceito qualitativo e tornou-se uma das regras de

ouro para descobrir compostos candidatos (GUAN et al., 2019; WEI et al., 2020).
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Inicialmente proposta por Lipinski e colaboradores (1997), a regra dos 5 compreende a
verificagdo do peso molecular, log P, nimero de doadores de ligagcdo de hidrogénio e nimero
de aceptores de ligacdo de hidrogénio do composto em andlise, a fim de determinar a
probabilidade do composto ser absorvido por via oral com éxito. Subsequentemente a esse
modelo, outros foram propostos a fim de abordar e estabelecer outros filtros baseados em
simples propriedades moleculares visando auxiliar na eficacia do processo de desenvolvimento
de farmacos, tais como os propostos por Egan et al. (2000), Ghose et al. (1999), Muegge et al.
(2001) e Veber et al. (2002). Os critérios por esses adotados seguem na tabela 25.

Tabela 25 - ParAmetros de druglikeness

PARAMETRO DE ,
DRUGLIKENESS CRITERIOS
Peso molecular < 500
MLogP <4,15
Lipinski
pimskt Aceptores de ligacdes de hidrogénio < 10
Doadores de ligagdes de hidrogénio <5
160 < Peso molecular <480
-0,4 <WLogP <5,6
h
Ghose 40 < Refratividade molar < 130
20 < Atomos < 70
Veber , Ligag6§s rotaveis < 1,0‘
Area de superficie polar topologica < 140
LogP <
Egan WLogP < 5,88

Area de superficie polar topologica < 131,6
200 < Peso molecular < 600
-2<XLogP<5
Area de superficie polar topologica < 150
Numero de anéis < 7

Muegge Numero de carbonos > 4
Numero de heterodtomos > 1
Numero de ligacdes rotaveis < 15
Aceptores de ligagao de hidrogénio < 10
Doadores de ligacao de hidrogénio < 5

Fonte: Adaptado de SwissADME (2024).

Os parametros druglikeness apresentados foram explorados nesse trabalho. Os

resultados obtidos in silico por meio do SwissADME ressaltam as violagdes aos critérios
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estabelecidos por esses. Esses demonstram que os compostos espiro-acridinicos desenvolvidos
seguem todos os limitantes especificados pelos modelos de Lipinski, Veber, Egan e Muegge.
Entretanto, o derivado AMTAC-22 apresentou uma violagao ao critério de Ghose que determina
valores de refratividade molar igual ou abaixo de 130, sendo para essa molécula o valor de
130,05. A refratividade molar ¢ abordada apenas nesse modelo e esta relacionada ao tamanho
molecular e lipofilicidade baseando-se na nuvem eletronica e a polarizabilidade ocasionada por
seu deslocamento (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999), Entretanto, por se
encontrar dentro das especificacdes dos demais modelos, 0 AMTAC-22 ainda apresentam um
perfil adequado e similar a farmacos (druglike).

No que se diz respeito ao possivel metabolismo desses compostos, esses foram avaliados
quanto a suas interagdes como substratos ou inibidores das isoformas das enzimas citocromo
P450 (CYP450). Essas enzimas apresentam um papel fundamental na metaboliza¢ao de 90%
dos farmacos, além de compostos enddgenos, como esteroides, acidos biliares, gorduras
insaturadas, prostaglandinas e leucotrienos (KAMMALA et al.,, 2022; MANIKANDAN;
NAGINI, 2017). Dentre as isoformas da enzima CYP, sdo descritas CYP1A2, 2B6, 2C9, 2C19,
2D6 e 3A4 como principais contribuintes para o metabolismo da grande maioria das drogas em
compara¢do com outras enzimas oxidativas de Fase I (ZHOU, S.-F., 2008). Os resultados estao

presentes na tabela 26.

Tabela 26 - Interacdo dos compostos espiro-acridinicos com as isoformas de CYP450

CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2(C9 CYP2D6 CYP3A4
COMPOSTO
Inibidor | Imibidor | Inibidor | Substrato | Inibidor | Substrato | Inibidor
AMTAC-01 Sim Nao Sim Nao Nao Niao Sim
AMTAC-22 Sim Sim Sim Sim Nao Sim Niao

Fonte: Autoria (2024).

Os compostos apresentaram padrdoes semelhantes frente as enzimas, nos quais
demonstraram em comum o perfil suscetivel para inibi¢ao das isoformas CYP1A2, CYP2C9 e
CYP2D6, porém contrario para agirem como substrato ou inibidores das isoformas CYP2C19,
CYP2D6 e CYP3AA4.

Os inibidores enzimaticos prejudicam o processo de biotransformacao ou depuragdo de

todas as drogas usadas clinicamente, resultando em maiores niveis plasmaticos de drogas que
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influenciam o resultado terapéutico e aumentam as chances de reagdes adversas
(MANIKANDAN; NAGINI, 2017). Entretanto, o efeito predominante desses compostos ¢
sobre a isoforma CYP3A4, devido a sua funcdo em metabolizar em média dois tergos de todos
os farmacos clinicamente utilizados e sua maior expressao no figado, correspondente a
aproximadamente 40% do total. Os substratos dessa isoforma sofrem reagdes metabolicas que
podem incluir: N-oxidagdo, C-oxidagdo, N-desalquilacdo, O-desalquilagdo, nitrorreducao,
desidratacao e C-hidroxilagao (ZHOU, 2008).

Assim, a analise pelo XenoSite ressalta os principais pontos de metabolizacdo nas
principais reagdes de fase 1 de acordo com a estrutura dos compostos. A partir da analise dos
compostos AMTAC-01 e AMTAC-22 (Figura 57), observamos uma maior suscetibilidade a
biotransformacao por oxida¢do nas por¢des da estrutura com ligacdes insaturadas do tipo sp?,

enquanto nao sdo observados pontos favoraveis para ocorréncia de hidrolise e redugao.
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Figura 57 - Metabolismo de fases 1 e 2 dos compostos espiro-acridinicos

AMTAC-01

oxigenagéo hidrélise redugéo

conjugagao com acido glutamico

AMTAC-22

redugéo

conjugagado com acido glutamico

Fonte: Autoria (2024). Legenda: pontos suscetiveis a rea¢cdes de metabolismo variam de 0 (azul claro) a 1

(verde).

Adicionalmente, a ferramenta on-line XenoSite também fornece a predicao de

metabolizacdo de fase 2 por conjugacdo com 4acido glicurdnico. Uridina 5’-difosfo-
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glucurosiltransferases (UGTs) metabolizam 15% dos medicamentos aprovados pela FDA e sao
responsaveis por conjugar o acido glicurénico a xenobioticos, especificamente a dtomos de
oxigénio, nitrogénio, enxofre e carbono, em ordem decrescente de probabilidade (DANG et al.,
2016). Desse modo, como apresentado na figura 57, o AMTAC-22 apresenta a suscetibilidade
para conjugacao nos atomos de nitrogénio secundarios inseridos nos anéis acridinico e inddlico,
enquanto o AMTAC-01 demonstrou predisposi¢do no NH acridinico e em ligacdes adjacentes
as insaturadas.

Logo, a totalidade dos resultados in silico demonstram a viabilidade farmacocinética e
farmacodinamica dos derivados espiro-acridinicos, fornecendo novos direcionamentos para
continuidade dos estudos a fim de compreender o modo de agdo desses compostos e,
consequentemente, informagdes relevantes para embasar modificagdes moleculares que possam

mitigar os problemas associados a alta toxicidade as células do hospedeiro.
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4.4 Concluséao

O scaffold acridinico apresenta destaque na pesquisa para o desenvolvimento de
compostos com atividade farmacoldgica. Nesse ambito, derivados espiro-acridinicos vém
sendo desenvolvidos e tém demostrado promissora atividade quimioterapica. Portanto, esse
trabalho prop0s a sintese e avaliagdo do potencial leishmanicida e tripanocida dos compostos
espiro-acridinicos AMTAC-01 e AMTAC-22, previamente apresentados nos trabalhos de
Almeida e colaboradores (2016) e Pinheiro Segundo (2020).

Para isso, realizou-se a ressintese dos compostos intermedidrios e finais e, a fim de
avaliar os derivados espiro-acridinicos in vitro, esses foram previamente analisados quanto a
pureza e aprovados. Subsequentemente, esses foram avaliados frente duas espécies de
Leishmania sp. Ambos compostos apresentaram uma promissora atividade leishmanicida frente
formas promastigotas de L. amazonenesis e L. infantum, com valores de ICso variando entre 1,3
e 2,2 ug mL™!. Porém, houve um aumento nos valores de ICs frente amastigotas, especialmente
em L. infantum, indicando uma seletividade entre formas morfologicas. Além disso, ao
determinar o efeito dos compostos frente macréfagos, hemécias e células Vero, pouca
seletividade foi observada para os parasitos.

A avaliacao do efeito tripanocida frente formas amastigotas de tripomastigotas de 7.
cruzi demonstrou um comportamento semelhante dos compostos frente as duas formas
morfoldgicas. Contudo, ao se avaliar frente as espécies tripomastigotas isoladamente, o
derivado AMTAC-22 se destacou ao apresentar um valor de LCso mais desejavel que o controle
positivo, indicando a potencialidade desse composto para essa finalidade. No entanto,
semelhantemente ao ensaio anterior, os compostos apresentaram toxicidade frente células 1.929.

A fim de compreender os mecanismos realizados pelos compostos espiro-acridinicos, o
AMTAC-22 foi avaliado quanto a capacidade de interagir com ssDNA e os resultados foram
confrontados com os do AMTAC-01, previamente publicados. Os resultados indicaram possivel
intercalacdo ao DNA, e foram confirmados por avaliagdes por ancoragem molecular. Dada a
relevancia dessa macromolécula como alvo para atividade quimioterapica, ¢ plausivel
considerar seu envolvimento na a¢do antiparasitaria desses compostos. No entanto, acredita-se
que esse ndo seja o principal mecanismo de agdo dos derivados espiro-acridinicos e, diante
disso, realizaram-se estudos tedricos in silico em alvos essenciais para sobrevivéncia dos
parasitos.

Os resultados de docking molecular demonstraram que o derivado AMTAC-01

apresentou maior afinidade por alvos de Leishmania, como CPBLa e Topo 1, enquanto o
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AMTAC-22 demonstrou melhores resultados em alvos de 7. cruzi, destacando-se TF1 e CYP51.
Selecionados os melhores complexos, esses foram avaliados por dinamica molecular, que
evidenciou o complexo entre AMTAC-01 ¢ CPBLa como mais estavel, seguido do complexo
formado entre AMTAC22-TFI. A partir disso, pressupomos esses como uns dos alvos
responsaveis pela acdo antiparasitaria evidenciada in vitro para os respectivos compostos.

Adicionalmente, quando avaliados quanto as propriedades de ADMET, as estruturas
propostas encaixam-se dentro dos parametros fisico-quimicos para administragao por via oral,
sendo potencialmente absorvidos pelo TGI e metabolizados por enzimas do complexo CYP450,
encaixando-se nos parametros de druglikeness de Lipinski, Veber, Egan e Muegge.

Portanto, observamos que a modificagdo molecular realizada do AMTAC-01 para o
AMTAC-22, pelo bioisosterismo ndo classico de anel, favoreceu o perfil tripanocida do scaffold
espiro-acridinico in vitro ¢ in silico, propondo esse como um modelo promissor para otimizagao
estrutural por estratégias de SBDD, a fim de aumentar a afinidade e especificidade pelo alvo de
T. cruzi. No entanto, a alteragdo de anel ndo modificou substancialmente o perfil de toxicidade,
desse modo, para ambas moléculas se sugere a inclusdo em um sistema de entrega de fArmacos
que direcionem a liberagdo do composto na célula-alvo e resultem na mitigacao da toxicidade
enquanto ¢ mantida a potencialidade farmacoldgica.

Desse modo, esses resultados ressaltam a poténcia antileishmania e tripanocida inerente
a estrutura espiro-acridinica e a viabilidade de estudos adicionais com esses compostos para
elucidar os mecanismos de agdo envolvidos e proporcionar embasamento para o emprego de

estratégias que visem a melhoria do perfil de candidatos a farmacos.
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Anexo 2 — Efeito do composto ACW-02 em macrofagos por Anexina V-FITC/PL. B7-B12 — 1
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Anexo 3 — Grupo controle na avaliagdo com Anexina V-FITC/PI
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Anexo 4 — Interagdo da elipticina no alvo de DNA (PDB ID:
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Anexo 5 — Interag@o do fluconazol no alvo de CYP51 (PDB ID: 3L4D)
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Anexo 6 — Interagao do ((4-(4-clorofenil)-N-[2-(1H-imidazol-1-il)-1-feniletil]benzamida)

no alvo de CYP51 (PDB ID: 3KSW)
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Anexo 7 Interagdo do

PHE
A:396

THR
A:397

LEU
A:399

PRO
A:398

Interagoes
[ van Der waals

[7] X-Enxofre

4-[[1-(4-etilfenil)-2-metil-5-(4-metilsulfanilfenil )pirrol-3-
ilJmetil]tiomorfolina no alvo de TryR (PDB ID: 4APN)
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Anexo 8 — Interacdo da quinacrina mostarda no alvo de TryR (PDB ID: 1GXF)
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Anexo 9 — Interacdo da camptotecina no alvo de topoisomerase 1 (PDB ID: 2B9S)
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Anexo 10 — Interacdo do 4cido [2(formil-hidroxi-amino)-etil]-fosfonico no alvo de TFI (PDB

ID: 11F2)
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Anexo 11 — Interacdo do hexano no alvo de TFI (PDB ID: 1CI1)
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Anexo 13 — Interagdo do benzoil-tirosina-alanina-fluorometilcetona no alvo cruzaina (PDB ID:

1AIM)
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