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RESUMO

A Doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € uma
doencga tropical negligenciada, configurando-se como um agravo para a saude
publica na América Latina. O atual tratamento para a DC é baseado nos
medicamentos Nifurtimox e Benznidazol (BNZ), que apresentam severos efeitos
colaterais, baixa biodisponibilidade oral e pouca eficacia na fase cronica da doenca.
Em acréscimo, o surgimento de cepas do parasito resistentes ao tratamento é
comumente reportado. Desta forma, a descoberta de novos candidatos a farmacos
que sejam mais seletivos para o parasito, menos téxicos para o paciente e com
melhor perfil farmacocinético € imprescindivel para o tratamento das populagdes
acometidas. Nesse sentido, moléculas derivadas de tioureia se apresentam como
potencial alternativa para o tratamento da DC, demonstrando um amplo espectro de
atividades farmacolégicas tais como: anticancer, antifungica, antibacteriana,
antiinflamatéria, antiviral, entre outras. Ademais, quando complexadas a
grupamentos benzoil, formando os derivados benzoiltioureia, demonstraram baixa
citotoxicidade. Dessa forma, o tema central do presente trabalho consiste na
avaliacdo das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e do potencial
tripanocida e citotoxico de seis novos compostos derivados de benzoiltioureia,
selecionados por otimizagao hit-to-lead, uma estratégia que consiste em rastrear e
elevar uma molécula bioativa (hit) a categoria de composto lider, e tem sido utilizada
com éxito no planejamento de compostos com atividade contra tripanosomatideos.
Foi realizado o estudo das propriedades ADMET (absorgéo, distribuicéo,
metabolismo, excreg¢ao e toxicidade) dos derivados, em que foi observado que os
compostos possuem uma menor hepatotoxicidade humana, maior capacidade de
permeacao nas membranas celulares, menor mutagenicidade e carcinogenicidade, e
sdao mais lipofilicos quando comparados ao BNZ. Destes, o derivado ADS 04 é o
mais lipofilico (Logp = 5.915), menos carcinogénico e com a menor probabilidade de
penetracdo da barreira hematoencefalica, caracteristicas vantajosas em relagao ao
medicamento de referéncia. Ademais, a avaliacdo do perfil citotéxico demonstrou
que os compostos apresentam baixa citotoxicidade, em que o derivado ADS 04 foi
também a molécula menos citotoxica, identificado com base na determinacdo da
CCs (2987,7 uM) e entdo selecionado para a investigagdo da agao tripanocida em
diferentes concentragdes contra as formas do parasito para a determinagédo do
indice de seletividade (IS). Para as formas tripomastigotas, a LCs, foi de 52,73 yM e
IS = 56,6; para amastigotas, IC5, = 70,02 uM e IS = 42,7. Dessa forma, o derivado se
comportou como altamente seletivo para o parasito e pouco téxico para as células,
sendo uma molécula com potencial promissor no tratamento da DC. Espera-se que
os resultados obtidos deste trabalho possam dar suporte cientifico na elaboracéo de
novas drogas que sejam eficazes contra o agente etiolégico da DC e que nao
causem efeitos colaterais aos pacientes submetidos ao tratamento.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Benzoiltioureia. Citotoxicidade. Atividade
antiparasitaria.
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ABSTRACT

Chagas Disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a neglected
tropical disease, posing a public health concern in Latin America. The current
treatment for CD is based on the drugs Nifurtimox and Benznidazole (BNZ), which
have severe side effects, low oral bioavailability, and limited efficacy in the chronic
phase of the disease. Additionally, the emergence of parasite strains resistant to
treatment is commonly reported. Therefore, the discovery of new drug candidates
that are more selective for the parasite, less toxic to the patient, and with better
pharmacokinetic profiles is essential for treating affected populations. In this regard,
molecules derived from thiourea emerge as a potential alternative for CD treatment,
demonstrating a broad spectrum of pharmacological activities such as anticancer,
antifungal, antibacterial, anti-inflammatory, antiviral, among others. Furthermore,
when complexed with benzoyl groups, forming benzoylthiourea derivatives, they
have shown low cytotoxicity. Thus, the central theme of this study is the evaluation of
the physicochemical, pharmacokinetic properties, and the trypanocidal and cytotoxic
potential of six new compounds derived from benzoylthiourea, selected through
hit-to-lead optimization, a strategy that involves screening and elevating a bioactive
molecule (hit) to the category of lead compound, which has been successfully used
in planning compounds with activity against trypanosomatids. The study of ADMET
(absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity) properties of the
derivatives revealed that the compounds have lower human hepatotoxicity, higher
permeation capacity in cell membranes, lower mutagenicity and carcinogenicity, and
are more lipophilic compared to BNZ. Among these, the derivative ADS 04 is the
most lipophilic (LogP = 5.915), less carcinogenic, and with the lowest probability of
crossing the blood-brain barrier, advantageous characteristics compared to the
reference drug. Additionally, the evaluation of the cytotoxic profile showed that the
compounds have low cytotoxicity, with ADS 04 being the least cytotoxic molecule,
identified based on determination of CCs, (2987.7 uM), and thus selected for
investigating trypanocidal action at different concentrations against parasite forms to
determine the selectivity index (Sl). For trypomastigote forms, LCs, was 52.73 uM
and Sl = 56.6; for amastigotes, IC5, = 70.02 uM and S| = 42.7. Thus, the derivative
behaved as highly selective for the parasite and minimally toxic to cells, being a
molecule with promising potential in CD treatment. It is hoped that the results of this
study can provide scientific support in developing new drugs that are effective against
the etiological agent of CD and do not cause side effects in treated patients.

Key words: Trypanosoma cruzi. Benzoylthiourea. Cytotoxicity. Antiparasitic activity.
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1 INTRODUGAO

A Doenga de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, se
configura como um agravo para a saude publica da América Latina, sendo
considerada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenga tropical
negligenciada (PEREIRA-SILVA, 2022). A DC afeta predominantemente populag¢des
em situacédo de pobreza e vulnerabilidade, resultando em grande impacto nos niveis
de morbidade e mortalidade. Dessa forma, € um problema intimamente relacionado
a estigmas sociais, levando a uma caréncia de investimento cientifico na busca pela
sua resolucdo (PEREZ-MOLINA, 2018).

A forma mais comum de infecgao pelo T. cruzi em humanos ainda se da pela
picada e liberagdo de parasitos na forma tripomastigota nas fezes e urina dos
insetos triatomineos durante o repasto sanguineo; estes parasitos, uma vez
proximos a regiao lesionada ou da mucosa do hospedeiro vertebrado, invadem os
tecidos e caem na corrente sanguinea, iniciando um ciclo de vida complexo com
formas evolutivas distintas. Uma vez no hospedeiro vertebrado, o protozoario pode
assumir duas formas evolutivas: tripomastigota, forma infectante flagelada, e
amastigota, forma intracelular replicativa (PEREZ-MOLINA, 2018).

Quando estabelecida, a DC apresenta as fases clinicas aguda e crbénica. Na
fase aguda, geralmente assintomatica, podem surgir manifestagdes clinicas como:
febre, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia e inflamagdes caracteristicas no sitio de
inoculagdo, como o chagoma de inoculagao e sinal de Romafa, sendo raras as
formas graves. A forma cronica, consequente em individuos nao tratados na fase
inicial da doenga, podem apresentar sintomas que surgem de 10 a 30 anos apos a
infeccdo, como cardiomiopatia (mais comum) e disturbios digestivos caracterizados
pelos quadros de cardiomegalia e megacolon, respectivamente. (CAMPOS et al.,
2016; PEREZ-MOLINA et al., 2021).

O atual tratamento para a infecgdo por T. cruzi é sustentado pelos
medicamentos Nifurtimox e Benznidazol, que apresentam condi¢gdes de seguranca
questionaveis devido aos severos efeitos colaterais durante a administragdo, além
de possuirem alto custo e pouca eficacia terapéutica na fase cronica da doenga
(CECING et al., 2012). Em relagao ao Benznidazol, medicamento utilizado no Brasil,
os efeitos adversos estdo relacionados a heterogeneidade e resisténcia do parasito

ao tratamento, somadas a baixa solubilidade e biodisponibilidade do farmaco,
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caracteristicas = farmacocinéticas que nao favorecem a acao antiparasitaria
(MORENO, 2015). Desta forma, a busca por novos candidatos a farmacos no
combate a DC é imprescindivel, visto a necessidade de compostos mais seletivos
para o parasito, menos toxicos para o paciente e com melhor perfil farmacocinético,
além de apresentar eficacia contra cepas do parasito resistentes ao tratamento com
as drogas disponiveis e ser acessivel para as populagées acometidas.

Nos ultimos anos, com o advento tecnolégico no campo da quimica organica,
diversas moléculas com potencial antiparasitario ttm emergido; dentre essas, 0s
derivados de tioureia, que demonstraram resultados promissores em ensaios in vitro
contra as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota de T. cruzi (PEREIRA et
al., 2021). As tiouréias sdo uma classe de compostos organicos que contém uma
ligacdo dupla entre enxofre e carbono em sua formula geral, em que o restante das
ligagbes com o carbono sdo completadas por nitrogénio [(R1R2N)(R3R4N)C=S],
numa estrutura que muito se assemelha a da ureia, com a substituicdo do atomo de
oxigénio pelo de enxofre (SHAKEEL et al., 2016). Derivados contendo tiouréia tém
relatada atividade anticancer (SAEED et al.,, 2010), antifungica (LESSA, 2022),
antibacteriana (PILOTO, 2016), antiinflamatodria (CALIXTO et al., 2022), antiviral
(CHEN et al., 2009) entre outras; e quando complexados a grupamentos benzoil,
formando as benzoiltioureias, apresentaram baixa citotoxicidade (CUNHA et al.,
2007). Dessa forma, essas moléculas tém despertado interesse na aplicagcédo em
diversas areas da quimica medicinal, inclusive, no combate a doencas tropicais
negligenciadas causadas por parasitos.

No desenvolvimento de novos farmacos, uma variedade de abordagens
podem ser empregadas, e dentre essas, ganha destaque a otimizacéo “hit-to-lead”,
que consiste em elevar uma molécula bioativa (hit) a categoria de composto lider
(lead). Hits designam moléculas na estrutura de um composto que possuem
atividade especifica contra um alvo selecionado, e uma vez identificadas, sao
otimizadas e transformadas em leads, em um processo que consiste em elevar o
composto a categoria de lider aumentando sua poténcia e melhorando suas
propriedades farmacocinéticas por meio de alteragées quimicas (PARADELA,
2021). Em adicao, essa metodologia tem sido amplamente utilizada no planejamento
de novos farmacos (HERCOS, 2023).

Assim, a avaliacdo do potencial tripanocida de compostos derivados de

benzoiltioureia, otimizados por hit-to-lead, que possuam alta especificidade contra T.
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cruzi e sejam pouco toxicos para células de mamifero, se configura como tema
relevante na prospec¢ao de novos farmacos voltados para o tratamento da Doencga

de Chagas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DoeNcA DE CHAGAS

2.1.1 Definigéo

A Doenca de Chagas , também conhecida como Tripanossomiase Americana,
€ uma doencga causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, sendo endémica em 21
paises continentais da América Latina, e reconhecida pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) como uma das 17 doencgas tropicais mais negligenciadas do mundo.
Nas ultimas décadas, em virtude da mobilidade populacional e migracdo, a DC
passou a ser uma doenga cada vez mais urbana que rural, além disso, deixou de ser
um problema de saude publica exclusivo da América central e do Sul, saindo do
epicentro latino-americano e se difundindo para outras regides do globo (Figura 1)
(FERREIRA, 2019; OMS, 2023).

Figura 1 - Distribuicdo global da Doenca de Chagas. Endemic = Endémico. Not endemic but present

= Nao endémico, porém presente.

@® Endemic
@ Not endemic but present

Fonte: Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi), 2020.



16

2.1.2 Epidemiologia

De acordo com dados da OPAS (Organizacdo Pan-Americana da Saude), a
DC acomete entre 6 e 7 milhdes de pessoas em todo mundo, sendo a maior parte
dessa populacado concentrada na América Latina, com 30 mil novos casos € 10 mil
mortes relatadas por ano. Ainda segundo a organizacdo, menos de 10% dos
individuos com DC sao diagnosticados antes que a fase crénica da doenca se
desenvolva (OPAS/OMS, 2023).

No Brasil, a doenga atinge cerca de 40% do territorio nacional, em que os
maiores indices de casos estdo localizados nos estados de Minas Gerais, Goias,
Bahia, Sdo Paulo, Acre, Amazonas e Amapa. Nesses locais, a ocorréncia da doenca
se da predominantemente na regido rural, uma vez que a principal via de
transmissdo € a vetorial, e o inseto vetor (triatomineo) encontra nas habitagdes
rurais um ambiente favoravel a sua procriacdo, caracterizadas por serem rusticas,
de pau a pique e taipa, com pouca iluminacdo e rachaduras nas paredes (DE
SOUZA LIMA, 2019).

Outra forma de transmissao que contribui para o elevado numero de infecgoes
no pais é a ingestdo de alimentos contaminados, principalmente na regido Norte,
onde ha o forte consumo de caldo de cana, agai, palmito de babacu, jaci, bacaba e
buriti, alimentos que s&o cultivados no habitat ideal para o inseto vetor. A
contaminagao é principalmente associada a manipulagdo semi-industrializada dos
alimentos e a preparagao artesanal do meio comunitario familiar (SOUSA JUNIOR et
al., 2017; DA CUNHA et al., 2021).

2.1.3 Transmissao

A transmissao da DC para o hospedeiro mamifero se da, principalmente, pelo
vetor triatomineo, um inseto da subfamilia Triatominae conhecido popularmente
como barbeiro, que ao se alimentar de animais infectados por T. cruzi durante o
repasto sanguineo ingerem e passam a carrear o parasita, infectando outros
individuos na préxima alimentacgéo. Essa forma de infecgéo é devida a eliminagao do
parasito nas fezes e urina do inseto ao realizar o repasto sanguineo, que em contato
com o orificio da picada penetra a pele e infecta o hospedeiro humano (SCHUSTER,;
SCHAUB, 2000).
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Além da vetorial, outra forma de transmissdo da DC é a vertical, que ocorre
principalmente pela via transplacentaria durante a gestagdo ou no momento do parto
(BRASIL, 2019). Segundo a OPAS, cerca de 1,1 milhao de mulheres em idade fértil
sao infectadas pelo parasita na América Latina, e a cada ano 9 mil criancas
contraem a DC por transmisséo vertical (OPAS/OMS, 2023).

A transmissdo também pode se dar por via oral, na ingestdo de alimentos
contaminados com o parasito, seja pela presenca do triatomineo ou de suas fezes.
Por essa rota, os parasitas se replicam nas células epiteliais da mucosa gastrica.
Essa via de transmissédo esta associada a negligéncia em relagéo a boas praticas de
higiene na manipulagdo de alimentos, e também a invasdo humana dos habitats
silvestres, aumentando a proximidade com os vetores (DE MEIS, 2013).

Outra mucosa que pode ser contaminada € a conjuntiva, resultante do contato
do T. cruzi com a superficie ocular. Apdés a inoculagdo conjuntival, os parasitas
drenam com as lagrimas para ducto nasolacrimal e cavidade nasal, onde penetram
os tecidos epiteliais proximais e iniciam sua diferenciacdo e replicacdo. Esta via
resulta em conjuntivite esquizotripanossdmica unilateral bipalpebral, um sinal
patognomoénico da fase aguda da doenga de Chagas, conhecido como sinal de
Romarfia (GIDDINGS et al., 2006).

No contexto do transplante de érgaos, a transmissao pode ocorrer a partir de
um doador chagasico, sendo documentada em transplantes de coragao, figado,
pancreas, rim e medula 6éssea. Pode ocorrer também pela reativagao da parasitemia
em um paciente receptor de 6rgaos previamente infectado (DIAS; AMATO NETO,
2011).

A via transfusional, apesar de ser um importante meio de propagacao da
doenca em centros urbanos, tem seu impacto controlado no Brasil devido a
efetividade do controle dos servigos de hemoterapia, garantido um maior controle de
qualidade do sangue a ser transfundido. Ha ainda a transmissao através de
acidentes laboratoriais, por contato com culturas de T. cruzi, exposi¢cao a fezes de
triatomineo infectadas ou sangue contendo formas infectantes do parasito (BRASIL,
2019).
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2.1.4 Sintomas

A manifestacao clinica da DC possui duas fases: aguda e crbnica. A fase
aguda geralmente € assintomatica, no entanto, quando presentes os sintomas, é
caracterizada por uma alta parasitemia, e tem como principal manifestacao a febre
constante, podendo persistir por até 12 semanas. Nessa fase os sinais clinicos
podem desaparecer de forma espontdnea antes que a doenga possa ser
diagnosticada e tratada, encaminhando-se para a fase cronica, que pode durar anos.
A deteccdo de anticorpos IgM também é possivel, havendo um aumento gradativo
da detecc¢ao de IgG com a redugao da parasitemia ao longo das semanas (da quarta
a sexta semana de infeccdo). A sintomatologia inespecifica nesta fase pode incluir:
prostracao, diarreia, vémitos, inapeténcia, cefaléia, mialgia, aumento dos linfonodos
e exantema cutaneo de aparecimento fugaz. Em relagao a sintomatologia especifica,
sinais e sintomas de miocardite difusa, pericardite, derrame pericardico,
tamponamento cardiaco, insuficiéncia cardiaca e derrame pleural podem surgir;
além de edema de face, membros superiores ou generalizado, tosse, dispnéia,
arritmias, palpitacbes, hepatomegalia e esplenomegalia de intensidade moderada
(UMEZAWA, 1996; BRASIL, 2019).

O sinal de Romafia (edema bipalpebral unilateral) e o chagoma de inoculagao
(leséo furunculoide, descamativa e ndo supurativa nos membros, tronco ou face) sao
reacgdes inflamatdrias ocasionadas pela penetragdo do parasito e se configuram com
sinais de porta de entrada, porém sao pouco frequentes (COSTA et al., 2013).

Ja a fase crbnica é caracterizada por parasitemia baixa e intermitente,
inicialmente assintomatica, podendo apresentar-se nas formas indeterminada,
cardiaca, digestiva e associada ou mista. Na forma indeterminada, o infectado é
assintomatico e nao apresenta comprometimento do aparelho circulatorio ou
digestivo, de modo que esse quadro pode perdurar por toda a vida do individuo ou
evoluir para uma das outras formas. A forma cardiaca apresenta um acometimento
cardiaco que evolui para miocardiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca congestiva,
sendo a principal responsavel pela frequéncia de ébitos da fase cronica da DC. Na
forma digestiva, o aparelho digestivo acometido pode evoluir para quadros de
megaesbéfago e megacolon, e na forma associada ou mista, ocorrem lesdes

compativeis com um acometimento cardiodigestivo concomitante (BRASIL, 2019).
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2.1.5 Diagndstico

Em ambas as fases de manifestagao clinica da DC, o diagndstico pode se
basear na deteccdo do parasito, por métodos parasitologicos diretos ou indiretos, e
na identificagdo de anticorpos no soro, através de testes soroldgicos como a
imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinagao indireta (HAI) e ELISA (ensaio de
imunoabsor¢ao enzimatica, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Podem também ser realizados testes utilizando PCR (reagdo em cadeia polimerase,
do inglés Polymerase Chain Reaction), indicado quando os testes sorologicos
apresentam resultado indeterminado e para o0 acompanhamento da cura
pos-tratamento (GOMES, 2017).

O diagndstico laboratorial na fase aguda consiste na pesquisa do parasito em
sangue periférico, podendo ser realizada, principalmente, por meio do teste direto a
fresco ou a técnica da gota espessa. Em caso de negatividade, métodos
parasitologicos indiretos de concentragdo, como micro-hematdcrito e Strout, podem
ser utilizados em situagdes de forte suspeita (ALVES et al., 2018).

Ja na fase crbnica, métodos parasitoldgicos diretos ndo sao recomendados
devido a auséncia de parasitemia, além de que métodos indiretos que podem ser
utilizados, como o xenodiagnostico, apresentam baixa sensibilidade. Desse modo, o
diagnodstico durante essa fase é essencialmente soroldgico e se da pela detecgao de
IgG especifica para T. cruzi, devendo ser realizado utilizando-se dois testes de
métodos diferentes, sendo um com elevada especificidade e outro com elevada
sensibilidade, como ELISA com antigenos recombinantes e com antigenos totais,
respectivamente (GOMES, 2017).

Na via de transmissdo vertical, o diagndstico consiste na pesquisa da
sorologia da mae, e no caso de positividade, € realizado o exame parasitolégico no
recém-nascido. Se positivo, a criangca € submetida ao tratamento etiolégico de
maneira imediata; se negativo, a crianga deve retornar entre seis e nove meses para
realizacdo de testes soroldgicos para confirmar ou afastar a possivel transmisséo
vertical (GONZALES-TOME, 2013).
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2.1.6 Tratamento

Apesar do elevado numero de individuos acometidos pela doenga no mundo
inteiro, as opgdes terapéuticas para a DC sao limitadas, de forma que atualmente o
tratamento dispde-se de apenas dois farmacos: Benznidazol (BNZ) e Nifurtimox. No
Brasil, apenas o BNZ esta disponivel para o combate a DC, podendo ser obtido pelo
Sistema unico de Saude (SUS) (FERREIRA, 2019).

Ambas as drogas s&o eficazes na fase aguda da doencga, na reativacédo da
infeccdo no caso de imunossupressao e na fase crénica inicial (URBINA, 2009). No
entanto, possuem eficacia diminuida na fase crénica tardia, além de que algumas
cepas do parasito resistentes a nitroderivados também diminuem os indices de cura
terapéutica na utilizagdo desses farmacos. Somado a esses fatores, essas drogas
apresentam ainda efeitos colaterais severos o suficiente para a interrup¢ao do
tratamento, como dermatite esfoliativa, polineurite periférica, parestesias,
manifestagdes neuropsiquicas, erupgcao cutdnea, neuropatia periférica e disturbios
gastrointestinais. (COURA et al., 1997; CENCIG, 2012).

Em relagcdo ao BNZ, medicamento disponibilizado no Brasil, as propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis também se apresentam como pontos negativos na
utilizagdo da droga, que possui baixa biodisponibilidade oral e baixa solubilidade
aquosa (MORENO, 2015). Dessa forma, o carater negligenciado, o elevado numero
de individuos infectados e opg¢des limitadas e desfavoraveis para o tratamento da
DC, justificam a urgéncia na busca por novos farmacos eficazes no combate a

doenca.

2.2 TRYPANOSOMA CRUZI

2.2.1 Taxonomia

O Trypanosoma cruzi (reino Protista, filo Sarcomastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae) é um
protozoario de larga distribuicdo na natureza, tendo sua circulagdo vinculada
principalmente a insetos vetores e mamiferos (DIAS, 2006). Em termos de nutricéo,
0 parasita € capaz de sobreviver no sangue e em meios pobres de nutricdo por

varios dias, desde que ndo haja dessecamento ou agressdes fisico-quimicas,
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retirando do meio o provimento de glicose, frutose e outros agucares superiores, que
sdo metabolizados por via glicolitica ou de pentoses (CERISOLA, 1972).

O metabolismo energético é realizado pelas vias oxidativa e anaerdbica, com
grande consumo de O, a 37°C por tripomastigotas, que diminui em temperaturas
menores e nas formas amastigotas. Além disso, o parasita sintetiza aspartato,
alanina, glutamato, pirimidina e outros aminoacidos e bases; contudo, ndo consegue
realizar a sintese de purina e colesterol, buscando em seus hospedeiros (DIAS,
2006; DUMOULIN et al., 2022).

2.2.2 Formas Evolutivas

A observacdo através da microscopia Optica permite a identificacdo de trés
formas evolutivas bem definidas para T. cruzi: tripomastigota, amastigota e
epimastigota. A tripomastigota se caracteriza por ser uma forma alongada, com
cinetoplasto arredondado e localizado posteriormente ao nucleo. Possui um flagelo
que emerge da bolsa flagelar (ndo visivel a microscopia Optica) localizado
lateralmente e aderido ao corpo do parasito, tornando-se livre na regidao anterior
(Figura 2-A). Sendo a forma infectante, pode ser encontrada na porgéo posterior do
intestino do inseto vetor, no sangue e no espaco intercelular dos hospedeiros
vertebrados (TECIA, 2017).

A amastigota, forma intracelular do parasito, é arredondada, possui
cinetoplasto em formato de bastéo localizado na regido anterior ao nucleo, e flagelo
curto que emerge da bolsa flagelar (ndo visivel a microscopia optica) (Figura 2-B).
Ja a forma epimastigota é alongada e possui cinetoplasto em bastdo anterior ao
nucleo. O flagelo, que emerge da bolsa flagelar com abertura lateral, percorre
aderido ao longo do parasita e se torna livre na regido anterior. E uma forma

encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (Figura 2-C) (TECIA, 2017).

Figura 2. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. (A) Formas tripomastigotas sanguineas de
T.cruzi. (B) Formas amastigotas (seta preta) em musculo cardiaco de camundongo infectado com T.
cruzi. (C) Formas epimastigotas de T. cruzi.



Fonte: Portal da Doenga de Chagas (adaptado).
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2.2.3 Ciclo Biologico

Levando em consideragcdo o mecanismo natural de infeccado por T. cruzi, o
ciclo de vida do parasito (Figura 3) é iniciado com a eliminagédo dos tripomastigotas
metaciclicos nas fezes e urina do inseto vetor (triatomineo) durante o repasto
sanguineo. Essa forma infectante penetra o hospedeiro vertebrado pelo local da
picada do inseto, e em seguida interage com as células do sistema mononuclear
fagocitario da pele ou mucosas. Dentro dessas células, o parasito sofre
diferenciagcdo das formas tripomastigotas para amastigotas, que multiplicam-se por
divisdo binaria simples e diferenciam-se novamente em tripomastigotas. Ao longo
desse amadurecimento, o parasita libera enzimas que digerem o citoesqueleto, a
rede de filamentos que da forma e sustentagao a célula, de modo que, na etapa final
de diferenciacdo, a fragilidade do citoesqueleto permite que a movimentagdo dos
parasitas flagelados rompa a membrana celular, sendo liberados dessa forma do
espaco intracelular para o intersticial. Ao alcangarem a corrente circulatéria, atingem
células de diferentes tecidos e 6rgaos para cumprir um novo ciclo celular caso nao
sejam destruidas por mecanismos imunologicos do hospedeiro, e podem ainda ser
ingeridas pelo inseto triatomineo, dando inicio ao ciclo extracelular (FERREIRA, et
al. 2021; NEVES, 2022).

Ao ingerir formas tripomastigotas da corrente circulatéria do hospedeiro
vertebrado, o inseto vetor se infecta durante o repasto sanguineo. No estémago do
triatomineo, tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas, que no intestino
médio multiplicam-se por divisao binaria simples. Por fim, na por¢ao final do tubo
digestivo do inseto, epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos

(infectantes), e sédo eliminados nas fezes e urina do triatomineo (NEVES, 2022).

Figura 3 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (1) Repasto sanguineo do triatomineo e eliminagao
das formas tripomastigotas de T. cruzi. (2) Penetragao das tripomastigotas na corrente sanguinea. (3)
Diferenciacdo em amastigotas no interior das células e replicagdo do parasito. (4) Diferenciagcéo de
em tripomastigotas e rompimento da célula, atingindo novamente a corrente sanguinea. (5) Repasto
sanguineo do triatomineo e ingestdo de tripomastigotas. (6) Diferenciagdo em epimastigotas no
interior do inseto. (7) Replicacdo de epimastigotas. (8) Diferenciagdo em tripomastigotas. i = estagio

infectante; d = estagio diagndstico.
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (adaptado).

2.2.4 Fisiopatologia e Histopatologia

ApOs a penetragdo no hospedeiro vertebrado através do orificio da picada do
inseto, tripomastigotas infecciosos s&o encontrados na corrente sanguinea. A forma
amastigota, presente inicialmente em macrofagos, apds diferenciagdo em
tripomastigotas e interacdo com diferentes tecidos e érgaos, pode ser observada no
interior de células musculares ou nervosas, havendo uma predilecdo pelo miocardio
ou plexo mioentérico do trato gastrointestinal. Desse modo, também podem ser
observadas em macréfagos fixos obtidos do baco, linfonodos, medula 6ssea, figado,
e em filas ou dilatagbes cisticas dentro da fibra do miocardio (NGUYEN, 2023).

Na fase aguda (8-12 semanas), a les&do primaria apresenta histiocitos, células
inflamatdrias e areas de necrose granulosa. A multiplicagdo do parasita ocorre em
macrofagos proximos e resulta na invasao de musculos cardiacos e lisos, neurénios,
células da glia e adipdcitos (NGUYEN, 2023).

Na fase cronica indeterminada (geralmente nos primeiros 10-30 anos), a
sorologia é positiva, porém, o paciente se apresenta assintomatico. Eventualmente
ha progressdo para formas determinantes que podem envolver coragdo e trato
gastrointestinal. Na doencga cardiaca, ha hipertrofia e dilatacdo generalizadas,
trombo mural na auricula direita e apice do ventriculo esquerdo. A nivel

microscopico, ha fibrose, areas de necrose e degeneragdo celular e edema
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interfibrilar. J& a doenga gastrointestinal apresentard& megaes6fago e megacdlon
devido a fibrose e degeneragdo dos ganglios autbnomos do plexo mioentérico
(NGUYEN, 2023).

2.3 TIOUREIAS

2.3.1 Definigao

A tioureia € uma molécula organica analoga a ureia, sintetizada pela primeira
vez pelo quimico polonés Marceli Nenck, que apresenta em sua composi¢ao
quimica o atomo de enxofre em detrimento do oxigénio (ureia), sendo sua formula
geral (RiR;N)(R;R4N)C=S. Apesar da semelhanga estrutural com as ureias, a
diferenga na substituicdo do atomo de oxigénio da ureia pelo atomo de enxofre na
tioureia é determinante para que essas duas moléculas possuam propriedades
quimicas distintas (SHAKEEL, 2016).

Devido a sua grande versatilidade sintética e biologica, tioureias
desempenham um papel importante na descoberta de medicamentos, uma vez que
compostos contendo a molécula possuem uma ampla variedade de atividades
biolégicas (PEREIRA, 2021). Entre as aplica¢des, derivados de tioureia podem ser
utilizados como antioxidantes (VENKATESH, 2009), antialérgicos (HARGRAVE,
1983), como medicamentos antitireoidianos (ROSOVE, 1977), anticancerigenos
(RICHTER, 1945), antiepilépticos (MASEREEL, 1997) e anti-hipertensivos (LOEYV,
1972); possuem relatada atividade antibacteriana (SHAKEEL, 2016), antiinflamatoria
(SONDHI, 2000), antidiabética (FAIDALLAH, 2016), antifungica e antiviral (WU,
2012). Além disso, ha relatos na literatura indicando que a estrutura da tiouréia
poderia representar um farmacéforo promissor na busca por novas terapias contra
doengas protozoarias, como malaria (SUNDURU, 2009), Ileishmaniose
(HARIKANDEU, 2020) e doenga de Chagas (PEREIRA, 2023).

2.3.2 Benzoiltioureias

Desse modo, derivados de tioureias tém atraido o interesse de grupos de
pesquisa devido ao seu potencial medicinal (CUNHA, 2007). Entre esses derivados,
aqueles contendo N-benzoila, formando as benzoiltioureias (C8H8N20S) (Figura 4),

chamam a ateng¢ao por apresentarem interessantes atividades biolégicas (XU, 2003;


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C8H8N2OS
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PUBCHEM, 2024). Os grupos carbonila e tiomaida podem se ligar a varios ions
metalicos, e seus complexos metalicos sao blocos potenciais para arquiteturas
supramoleculares (HARTMANN, 1985). Além dessas propriedades, resultados
previamente publicados indicam a baixa citotoxicidade dessas moléculas, sugerindo
seu potencial na sintese de novos farmacos (YADAVA, 1989; CUNHA, 2007;
HUANG, 2013).

Figura 4. Estrutura de um derivado de benzoiltioureia. (N,N-((ethane-1,2-

-diylbis(azanediyl))bis(carbonothioyl))dibenzamide). Em vermelho, o grupamento benzoiltioureia.

2.3.3 Hit-to-lead

O elevado custo da introducdo de um novo medicamento no mercado, em
grande parte atribuido ao numero e a complexidade de ensaios clinicos para
satisfazer as exigéncias de segurancga, eficacia e beneficio farmacoeconémico das
autoridades regulatérias, além de altas taxas de desisténcia na fase clinica,
justificam o crescimento e a urgéncia da busca por processos inovadores no
desenvolvimento de medicamentos (ALANINE, 2003; BLEICHER, 2003). Nesse
sentido, estratégias de baixo custo e alto rendimento na sintese de novos farmacos
despertam o interesse da industria farmacéutica, e dentre essas estratégias, a
otimizacao hit-to-lead ganha destaque (JUNIOR, 2023).

O principal objetivo da otimizagdo hit-to-lead € encontrar, através de
avaliagdes in silico, um composto ativo in vivo com um perfil farmacolégico favoravel,
apresentando boas caracteristicas de ADMET (absorgao, distribuicdo, metabolismo,
excregdo e toxicidade) (JUNIOR, 2023). Esse processo consiste no rastreio de
moléculas que interagem com um alvo molecular biolégico de interesse, e o
resultado dessa triagem € a selegado daquelas que demonstram atividade especifica

na proteina alvo, designadas como hits. Os hits formam a base de um programa
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quimico para a otimizagdo em leads, aumentando a poténcia da atividade na
proteina alvo (PARADELA, 2017). Um lead representa a estrutura quimica ou série
de estruturas de uma molécula responsavel pela atividade especifica contra um alvo
determinado, e sua obtencgao se da por meio da redu¢ao da complexidade molecular
ao menor grupo farmacoférico ativo. Uma vez que a estrutura é minimizada, ela é
entdo elaborada e expandida com base na exploragdo da relagdo
estrutura-atividade, ajustando e melhorando in vitro suas propriedades
fisico-quimicas contra o alvo selecionado (ALANINE, 2003).

Dessa forma, a otimizacao hit-to-lead aperfeicoa o processo de produgao de
novos medicamentos, e por possibilitar a filtragem das estruturas moleculares que
apresentam atividades especificas, diminui o periodo de busca por aquelas que
atuam sobre alvos de interesse, sendo muito util na pesquisa por candidatos a
farmacos e na redugao do tempo necessario para a introdugao destes no mercado
(ALANINE, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar derivados de benzoiltioureia, a partir da avaliacdo de hits contra T.
cruzi, como potenciais agentes quimioterapicos no tratamento da Doenca de

Chagas.

3.2 OBJETIVOS EspPECiFIcos

e Avaliar o perfil ADMET in silico dos novos derivados benzoiltioureia;

e Investigar o efeito citotoxico dos compostos em cardiomioblastos (H9c2);

e Avaliar o efeito do composto menos citotdxico contra as formas amastigotas e
tripomastigotas do T. cruzi.
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4 METODOLOGIA

4.1 CoMPOSTOS

Seis derivados de benzoiltioureia (ADS 04, ADS 05, ADS 06, ADS 07, ADS
08 e ADS 12) foram sintetizados pela Dra. Ana Maria Plutin Stevens (Laboratorio de
Sintesis Organica, Facultad de Quimica, Universidad de La Habana), e a predigao
dos hits dos compostos foi feita utilizando-se o servigo in silico web SOMP, que
mostra os sitios mais suscetiveis ao metabolismo pelas enzimas do citocromo
P450s: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4. Cada composto foi
dissolvido em DMSO na concentracdo de 100 mM, e posteriormente diluido em meio
de cultivo DMEM em diferentes concentragdes para utilizagdo nos ensaios, com a

concentragdo de DMSO ficando abaixo de 1%.

4.2 PREDICAO DAS PROPRIEDADES ADMET

O estudo fisico-quimico das propriedades farmacocinéticas dos compostos foi
feito por meio das analises de ADMET (absorgado, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade), utilizando a plataforma online ADMETLab 2.0
(https://admet.scbdd.com/).

4.3 CULTIVO DAS CELULAS DE MAMIFERO

Células Vero e foram mantidas em meio RPMI (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,
MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino, enquanto cardiomioblastos
da linhagem H9c2 foram mantidos em meio DMEM (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis,
MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram incubadas

a 37°C em atmosfera umida a 5% CO:o.

4.4 CULTIVO DOS PARASITOS

As formas tripomastigotas de T. cruzi foram obtidas de culturas de célula Vero
infectadas com tripomastigotas no 5° dia apds a infecgdo. Formas amastigotas
intracelulares de cultura foram obtidas a partir da inoculacéo de tripomastigotas em
culturas de H9c2, mantidas em meio a 37°C e utilizadas nos ensaios de atividade

biolégica dos compostos, conforme descrito a seguir.
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4.5 CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em cardiomioblastos (H9c2). As
células (10° células/mL) foram incubadas em placas de 96 pogos a 37°C na
presenga das concentragdes de 800uM, 400uM, 200uM, 100uM e 50uM dos
compostos por 24 horas. Apos a incubacgao, as células foram lavadas e submetidas
ao ensaio de viabilidade celular utilizando o kit CellTiter-Glo Luminescent Cell
Viability, conforme as instrugbes do fabricante. A luminescéncia emitida foi
mensurada através do equipamento GloMax Luminometer (Promega Corporation,
USA). Células nado tratadas foram utilizadas como controle da reagdo. A CCso
(concentragao citotéxica do composto capaz de inibir 50% das células) foi
determinada por analise de regressao linear. Os testes foram feitos em triplicata em

trés experimentos independentes.

4.6 ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Para avaliar o efeito dos compostos-testes sobre as formas amastigotas,
cardiomioblastos mantidos em meio DMEM foram semeados em placas de cultivo
de 24 pogos (10° células/mL), contendo uma laminula de vidro por pogo, e mantidos
a 37°C. Apés 24h, as culturas, aderidas as laminulas, foram infectadas com formas
tripomastigotas na concentragéo de 2 x 10° parasitos/mL, por 24 horas. Apos este
periodo, as células foram lavadas duas vezes com PBS para remoc¢ao dos parasitos
nao internalizados, e posteriormente incubadas na presenga dos compostos-teste na
concentracdo de 50uM. Foi selecionado o composto menos citotoxico para
cardiomioblastos e com atividade tripanocida em amastigotas >60%. O derivado
mais promissor foi avaliado em diferentes concentragdes (100uM, 50uM, 25uM,
12,5uM e 6,25uM) por 24 horas. As células foram entao fixadas e coradas utilizando
o kit Pandtico Rapido, e foram contadas através da microscopia Optica convencional
para determinagdo das células infectadas, ndo infectadas e o numero de
amastigotas. A partir desta contagem, foi determinada a ICso (concentragao inibitria
média de 50% dos amastigotas) por regressao linear. Células infectadas nao
tratadas foram utilizadas como controle.

Para avaliacdo do efeito em tripomastigotas, os parasitos nessa forma foram

incubados (10° células/mL) em placas de 96 pocos & 37°C na presenca das
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concentracbes de 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM e 6,25uM por 24h do
composto-teste selecionado. Apds a incubagdo, as tripomastigotas foram
submetidas ao ensaio de viabilidade celular utilizando o kit CellTiter-Glo Luminescent
Cell Viability, conforme as instru¢des do fabricante. A luminescéncia emitida foi
mensurada através do equipamento GloMax Luminometer (Promega Corporation,
USA). Células nao tratadas foram utilizadas como controle da reagcdo. A LCso
(concentracao letal para 50% dos parasitos) foi determinada por andlise de
regressdo linear. Cada teste foi feito em triplicata em trés experimentos

independentes.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada através do ANOVA e pelo teste
de Bonferroni, utilizando o programa GraphPad Prism 8. Diferengas entre os grupos
foram consideradas significantes para p < 0.05. Todos os experimentos foram feitos

em triplicata em trés experimentos diferentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROPRIEDADES ADMET

A predigao in silico das propriedades farmacocinéticas e farmacoquimicas de
substancias quimicas € uma importante ferramenta para prospec¢ao de novos
farmacos; através da analise de ADMET (absorcao, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade), € possivel prever a interagdo dos compostos quimicos com o
organismo vivo, trazendo economia de tempo e recursos na busca por moléculas
bioativas (FERREIRA, 2019). Nesse sentido, os derivados de benzoiltioureia
utilizados neste estudo foram analisados por meio da plataforma ADMETLab 2.0,
com o objetivo de investigar o comportamento dos compostos em contato com o
organismo humano através de parametros que predizem esta interagdo. Além disso,
as propriedades das moléculas também foram comparadas com as do Benznidazol,
principal medicamento utilizado no tratamento etiolégico da DC.

A analise do coeficiente de particdo (LopP), parametro utilizado como medida
da lipofilicidade de compostos bioativos (MALVEZZI, 2000), revelou que todos os
compostos apresentaram lipofilicidade maior que a do BNZ, sendo o composto ADS
04 o mais lipofilico (LogP = 5.915); por outro lado, o composto menos lipofilico foi o
ADS 12 (LogP = 1.431). Os demais compostos apresentaram coeficiente de LogP
entre 3.385 - 4.886 (Tabela 1). LogP é determinado pela razédo entre a concentragao
da substancia em um solvente ndo polar e a concentragdo da mesma substancia em
agua. Quanto maior o valor de LogP, maior a lipofilicidade da substancia, indicando
uma maior capacidade de se dissolver em solventes n&o polares em relagao a agua.
Dessa forma, a particdo de um composto nas fases aquosa e nao aquosa pode
influenciar sua passagem através das membranas bioldgicas, uma vez que quanto
mais lipofilico um composto se apresenta, mais propenso ao transporte passivo
através das membranas ele sera (AMARAL, 2003).

Outro parametro analisado foi a area de superficie polar topoldgica (TPSA),
que se refere a area da superficie do composto ocupada por atomos de nitrogénio e
oxigénio ligados ou nao ao hidrogénio, estando associada a capacidade de
formagcdo de ligagcdes de hidrogénio e a polaridade, envolvidas no transporte
molecular passivo através de membranas celulares e sua porgcdo lipidica
(RODRIGUES, 2021). Dentre os compostos, o ADS 07 apresentou a maior TPSA
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(82.260), que representa a formagcdo de um elevado numero de ligagdes de
hidrogénio e uma alta polaridade, significando que a molécula tem uma pobre
capacidade de permeacdao nas membranas celulares. Os demais compostos, no
entanto, apresentaram uma TPSA menor que a do BZN (90.060), tendo todos uma
melhor capacidade de absorg¢ao pelas membranas que a droga de referéncia (Tabela
1).

A capacidade de penetragao da barreira hematoencefalica (BBB) também foi
analisada, em que o composto ADS 04 apresentou a menor capacidade de
penetracdo, indicando probabilidade reduzida de geracédo de efeitos colaterais no
sistema nervoso central, uma caracteristica vantajosa em relagédo ao BNZ, tendo em
vista que a neurotoxicidade € uma das complicagdes da utilizagdo da droga. Por
outro lado, os compostos ADS 06 e ADS 12 apresentaram maior capacidade de
transpor a BBB, superando o BNZ, podendo interagir com o sistema nervoso central
(FLORES-VIEIRA; BARREIRA, 1997; DE LANGE, 2002) (Tabela 1).

Quando avaliada a absorgao intestinal humana (HIA), os compostos ADS 07
e ADS 04 apresentaram absorcao alta e intermediaria, respectivamente, indicando
que estes compostos podem ser melhor absorvidos pelo intestino humano apods a
administracao oral; por outro lado, os outros derivados ndao apresentaram boa
absorcgao intestinal, assim como BNZ (NISHA, 2016). Outro parametro analisado foi
a interacdo com a glicoproteina P, que € uma bomba de efluxo presente na
superficie da membrana plasmatica de enterdcitos, hepatdcitos e células endoteliais
da barreira hematoencefalica, sendo expressa nos pontos de entrada dos
xenobidticos efetuando o transporte destes para o exterior das células (ARAUJO,
2015). Dessa forma, farmacos passiveis da agao da glicoproteina apresentam uma
menor biodisponibilidade, e esse perfil foi observado em dois dos derivados
testados, ADS 07 e ADS 08 (Tabela 1). A analise o clearance (CL) indicou que todos
0s compostos possuem uma velocidade de depuragdo menor que a do BNZ, de
forma que sdo eliminados lentamente e permanecem por mais tempo no organismo,
sugerindo a possibilidade de um intervalo de tempo maior entre as doses
necessarias para efetividade das drogas, sendo o composto ADS 12 aquele com o
maior tempo de meia-vida (T %2) (WERLE; BERNKOP-SCHNURCH, 2006) (Tabela
1).

Tendo em vista que a doencga de Chagas afeta majoritariamente comunidades

carentes que vivem distantes dos grandes centros urbanos, onde ha pouca
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disponibilidade de profissionais da saude e infraestrutura médico-hospitalar, um novo
candidato a farmaco precisa ser acessivel para essa populagdo. Medicagdes que
possam ser administradas por via oral sdo preferiveis, uma vez que essa € uma via
que nao necessita da intervencido de profissionais da saude para ser concretizada,
além de que a degluticdo é um ato natural e um método néo invasivo, de modo que
0 paciente em uso da droga nao encontra dificuldades durante a administragao
(SCHELLACK, 2006). Nesse sentido, a regra dos cinco de Lipinski € uma forma
simples de avaliagao teorica da biodisponibilidade oral de um composto. De acordo
com a regra, uma melhor absorgédo oral esta associada a substancias com massa
molecular (MW) <500, coeficiente de partigdo (cLogP) <5, numero de atomos
doadores de ligagdo de hidrogénio (nHD) <5 e numero de atomos aceptores de
ligagdo de hidrogénio (nHA) <10. Compostos enquadrados nesta regra precisam
obedecer a pelo menos trés desses quesitos (LIPINSKI et al. 2012).

Dentre os compostos avaliados, apenas o derivado ADS 04 fere a regra de
Lipinski (Tabela 1), por possuir massa molecular superior a 500 g/mol (MW =
643.210) e coeficiente de particao superior a 5 (LogP = 5.915), indicando uma
reduzida probabilidade de ser biodisponivel oralmente, numa condi¢gdo que pode, no
entanto, ser contornada através do emprego de uma série de estratégias, como a
utilizacao de promotores de absorg¢do, modificagdes quimicas e encapsulagdo em
sistemas de particulas, visando o aumento da biodisponibilidade do futuro farmaco
(SILVA et al. 2002). Ademais, o composto dispde de outras caracteristicas que
favorecem a biodisponibilidade, como a HIA elevada e o TPSA < 140 A? (Tabela 1),
de forma que nao deve ser descartado como potencial medicamento (VEBER et al.,
2002).

Tabela 1 - Predicao in silico das propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas dos derivados de

benzoiltioureia.

Derivad MW LogP TPSA BBB Pap - HIA CL T% nHA nHD
o] (g/mol) substrate (mL/mi (h)
n/kg)
ADS 04 64321 5915 77570 - - + 4.694 0.294 7 2
0
ADS 05 347.00 4.554 54.020 ++ --- -- 2.676 0.146 4 2

0
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ADS 06 274806 3.385 41130 +++ - - 5.946 0.747 3 2
ADS 07 434(1).09 4.255 82.260 - + +++  2.689 0.834 6 4
ADS 08 40(()).14 4.886 58.950 + + --- 4.831 0.488 5 2
ADS 12 256(3).06 1431 66.910 +++ - - 2.240 0.845 5 2

BNZ 26%.09 0.739 90.060 + - - 8.615 0.816 7 1

MW (g/mol): massa molar em grama por mol; LogP: coeficiente de particao; TPSA: area de superficie
polar topoldgica; BBB: penetragcdo da barreira hematoencefélica; Pgp-substrate: substrato de
glicoproteina P; HIA: absorcao intestinal humana; CL: clearance; T %: tempo de meia-vida; nHA:
numero de atomos aceptores de ligagao de hidrogénio; nHD: numero de atomos doadores de ligagao
de hidrogénio. Valores de predicdo de probabilidade: 0-0.1(---); 0.1-0.3(--); 0.3-0.5(-); 0.5-0.7(+);
0.7-0.9(++); 0.9-1.0(+++).

Em adicdo, também verificamos o potencial citotéxico dos compostos
estudados, por meio da analise dos parametros de hepatotoxicidade humana
(H-HT), injuria hepatica induzida por droga (DILI), mutagenicidade (AMES),
carcinogenicidade e inibigdo de hERG (Tabela 2). Com exceg¢do do composto ADS
08, todos os compostos apresentaram baixo potencial hepatotdxico, enquanto que o
BZN apresentou uma hepatotoxicidade relativamente alta (++), inclusive em relacéo
ao ADS 08. No entanto, o perfil & inverso em relacéo a inducao de injuria hepatica,
em que as moléculas apresentaram uma DILI maior que a da droga de referéncia.

Quando avaliado o potencial mutagénico, apenas o composto ADS 08
apresentou possivel indugao de mutagenicidade, ao passo que o ADS 07 e ADS 04
também ndo apresentaram carcinogenicidade, sendo este ultimo o que possui a
menor probabilidade de induzir a carcinogénese, somando-se a outros derivados de
tioureia com caracteristica anticancer relatados na literatura (RICHTER, 1945;
SAEED et al., 2010).

Também foi incluida a analise a capacidade de inibicao do gene hERG, que
esta relacionado a fungao cardiaca por codificar um canal de potassio que contribui
com a atividade elétrica do coracido e atua na repolarizagdo, de modo que inibicdo
pode acarretar no prolongamento do potencial de agao cardiaco e causar arritmias
fatais (BJERREGAARD, 2018). Nenhum dos compostos testados apresentou

potencial bloqueio da expressao de hERG.
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Tabela 2 - Predicao in silico do potencial citotdxico dos derivados de benzoiltioureia.

Derivado H-HT DILI AMES carcinogenicit hERG blocker
y
ADS 04 - +4++ — — -
ADS 05 - +++ - + —
ADS 06 - +++ - + —
ADS 07 -- +++ - - —
ADS 08 + +++ ++ + —-
ADS 12 - +4++ —- + —
BNZ ++ ++ +++ ++ —

H-HT: Hepatotoxicidade humana; DILI: injuria hepatica induzida por droga; AMES: mutagenicidade;
carcinogenicity: carcinogenicidade; hERG blocker: inibidor de hERG. Valores de predicdo de
probabilidade: 0-0.1(---); 0.1-0.3(--); 0.3-0.5(-); 0.5-0.7(+); 0.7-0.9(++); 0.9-1.0(+++).

Somando-se as propriedades farmacocinéticas analisadas in silico, também
foi presumida a interacdo dos derivados de benzoiltioureia com a familia de
proteinas que compdem o sistema enzimatico denominado citocromo P450
(CYP450). Estas enzimas encontram-se ancoradas na bicamada lipidica do reticulo
endoplasmatico liso dos hepatocitos, e estdo envolvidas na conversao de moléculas
hidrofébicas em substancias hidrossoluveis, a fim de facilitar sua excrecédo por via
urinaria, bile, suor, leite ou saliva. Tal conversdo exige que as moléculas sofram
modificagdes quimicas, que levam a biotransformacdo de xenobidticos. Como
consequéncia, ocorre a ativagao ou inativagdo dos agentes terapéuticos, o que pode
interferir na eficacia dos compostos ou até mesmo converté-los em espécies
quimicas causadoras de danos celulares/teciduais em potencial (DEVLIN, 2021).

Por um lado, medicamentos substratos dessas enzimas tém a velocidade de
metabolizacdo aumentada, por outro lado, possuem efeito menos duradouro e
exigem doses maiores. Ja os inibidores dessas enzimas possuem uma velocidade
menor de metabolizagdo e por isso tendem a se acumular no organismo; porém, o

acumulo pode potencializar o efeito das drogas, de forma que s&o necessarias
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concentracbes menores e um intervalo maior entre as doses para que o
medicamento atinja sua eficacia (FLOCKHART et al., 2021).

Os compostos analisados neste estudo apresentaram uma tendéncia maior a
inibicdo na interacdo com as enzimas CYP450, sendo o composto ADS 04 aquele
com a maior probabilidade de inibicdo, indicando que farmacos derivados dessas
moléculas podem apresentar uma velocidade de metabolizagdo menor e, por isso,

requerem doses menores e mais espacgadas ao longo da administragao (Tabela 3).

Tabela 3 - Predicao in silico da interacao dos derivados de benzoiltioureia com as enzimas do

citocromo P450.

Derivad CYP1 CYP1 CYP2 CYP2 CYP2 CYP2 CYP2 CYP2 CYP3 CYP3

o) A2 A2 C19 C19 (0°] C9 D6 D6 A4 A4
inibid substr inibido substr inibido substr inibido substr inibido substr

or ato r ato r ato r ato r ato

ADS 04 - -—- +++ - +++ - ++ + +++ ++

ADS 05 ++ - +++ — ++ ++ - + - -

ADS 06 +++ - +++ - +++ ++ — + - -

ADS 07 - — ++ - +++ +++ - ++ + -

ADS 08 + - +++ — +++ ++ - - - -

ADS 12 ++ _— - — _— ++ _— - _— -

BNZ - - - - - + - - - -

Valores de predicdo de probabilidade: 0-0.1(---); 0.1-0.3(--); 0.3-0.5(-); 0.5-0.7(+); 0.7-0.9(++);
0.9-1.0(+++).
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5.2 CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS

A investigacao do potencial citotoxico dos derivados de benzoiltioureia contra
células de mamifero se deu pela mensuracdo da viabilidade celular de
cardiomioblastos da linhagem H9c2 apdés o tratamento com diferentes
concentracdes dos compostos. Dentre os compostos testados, o derivado ADS 04
apresentou a menor citotoxicidade, com reducdo discreta da viabilidade celular
apenas nas maiores concentragdes testadas, 400uM e 800uM, enquanto nas demais
nao houve redugado da viabilidade em comparagao ao controle (Figura 5-A). Para o
composto ADS 08 também s6 pdde ser observada significAncia nas duas maiores
concentragdes, porém, com uma variagdo maior a 800uM em comparagao ao ADS
04 (Figura 5-E). O composto ADS 05 se comportou como o mais citotoxico,
apresentando reducéo significativa da viabilidade celular em relagdo ao controle a
partir de 100pM (Figura 5-B).

Compostos heterociclicos (que possuem em sua estrutura um anel formado
por dois tipos de atomos diferentes) com membros aromaticos contendo atomos de
nitrogénio tém sido empregados em quimica medicinal no planejamento de
substancias bioativas, havendo relatos na literatura de atividade antimicrobiana
destes compostos e baixa citotoxicidade contra células de mamifero (QUEIROZ,
2019; SILVA et al., 2019). O composto ADS 04 apresenta em sua composi¢ao um
numero de estruturas aromaticas e nitrogenadas superior ao dos demais compostos,
podendo esta caracteristica estar relacionada a baixa citotoxicidade (Figura 6). Por
outro lado, o ADS 05, composto com a maior citotoxicidade, apresenta em sua
estrutura um atomo de cloro, corroborando trabalhos na literatura que indicam
estruturas contendo este atomo como causadoras de injuria celular (MONTEIRO,
2023).

Figura 5. Efeito dos derivados de benzoiltioureia sobre a viabilidade de cardiomioblastos (H9c2). As
colunas representam a viabilidade celular em diferentes concentragdes. (A) ADS 04; (B) ADS 05; (C)
ADS 06; (D) ADS 07; (E) ADS 08; (F) ADS 12. Valores estatisticos *(p < 0,05) **(p < 0,003) ***(p <
0,0001) por One-way ANOVA test seguido de Bonferroni post test. RLU - Unidade Relativa de

Luminescéncia.
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Figura 6. Estrutura quimica dos derivados de benzoiltioureia. Em vermelho, o grupamento
benzoiltioureia.
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A partir da mensuracao dos indices de viabilidade para as 5 concentragdes
testadas de cada derivado de benzoiltioureia, a concentragao citotoxica para 50%
dos cardiomioblastos (CCs,) foi determinada por analise de regressao linear (Tabela
4). O composto ADS 04 apresentou a maior CCs,, 2987,7uM, indicando que sé&o
necessarias altas concentragdes para inviabilizar 50% das células, caracteristico da
baixa citotoxicidade. Em relacdo aos outros derivados, a CCg, variou de 417,7 a

1159,7 uM, revelando um perfil toxico distinto entre as moléculas.
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Tabela 4 - Concentracdo dos derivados de benzoiltioureia citotdxica para 50% de cardiomioblastos
(H9c2).

Derivado CCso (M)
ADS 04 2987,7
ADS 05 417,7
ADS 06 623
ADS 07 679,6
ADS 08 1159,4
ADS 12 849,5

CCs,- Concentragao citotdxica para 50% dos cardiomioblastos.

5.3 ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Uma vez que o ADS 04 apresentou a menor citotoxicidade entre as moléculas
testadas, ele foi o derivado selecionado para a investigagado da atividade sobre T.
cruzi, que foi avaliada para as formas tripomastigota e amastigota do parasito. A
investigacao do potencial tripanocida para tripomastigotas se deu pela mensuragao
da luminescéncia em ensaio de viabilidade celular, apds tratamento por 24h com
diferentes concentragdes do composto. A variacdo de viabilidade dos parasitos em
relacdo ao grupo controle (ndo tratado) foi significativa para todas as concentragdes
testadas, indicando que o composto possui atividade tripanocida para
tripomastigotas nas menores concentracbes do derivado (Figura 7-A). A
determinagdo da concentragao letal para 50% dos parasitos (LCs) por regressao
linear indicou que o derivado ADS 04 possui LCs,= 52,73 yM, em uma concentracao
muito menor que a necessaria para atingir o mesmo percentual em cardiomioblastos
(CCs = 2987,7). Além disso, o calculo do indice de seletividade (IS) em relagéao a
cardiomioblastos (IS = CCs,/LCs,) demonstrou que o composto é aproximadamente

56,6 vezes mais seletivo para o parasita que para as células cardiacas.
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Figura 7. Efeito do derivado ADS 04 sobre tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. (A) Viabilidade
de tripomastigotas tratadas com diferentes concentragées do composto ADS 04. (B) Viabilidade de
amastigotas tratadas com diferentes concentra¢cdes do composto ADS 04. As colunas representam a
viabilidade celular em diferentes concentragbes. Valores estatisticos *(p < 0,05) **(p < 0,003) ***(p <
0,0001) por One-way ANOVA test seguido de Bonferroni post test. RLU - Unidade Relativa de

Luminescéncia. CTR — controle.
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A avaliacdo da atividade do composto para as amastigotas foi realizada pela
analise da infeccdo de cardiomioblastos H9c2 por tripomastigotas seguida do
tratamento com diferentes concentragbes do derivado. Através da contagem das
células nao infectadas, infectadas e do numero de parasitas que se interiorizaram
para cada uma das concentracdes testadas, foi possivel observar a variagdo na
viabilidade de amastigotas, em que o ADS 04 apresentou toxicidade significativa em
relacdo ao controle a partir da concentracdo de 12,57uM (Figura 7-B). A
concentragao inibitéria do ADS 04 para 50% de amastigotas (ICs,) foi de 70,02 uM, e
o indice de seletividade demonstrou que o composto € 42,7 vezes mais seletivo para
a forma amastigota que para as células testadas.

Propriedades como a alta lipofilicidade da molécula de ADS 04 (LogP = 5.915,
Tabela 1) sugerem que a mesma esta sujeita ao transporte passivo através das
membranas celulares, de modo que a facilidade de permeabilizacdo do composto
nas células infectadas permite sua maior interacdo com as formas amastigotas do
parasito, que sao dispostas no espaco intracelular, acentuando a atividade
antiparasitaria do derivado (AMARAL, 2003). Dessa forma, tanto para
tripomastigotas quanto para amastigotas, o derivado ADS 04 foi mais toxico contra T.

cruzi que para cardiomioblastos, apresentando valores de IS > 42. Segundo a
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literatura, compostos com IS > 10 possuem grande potencial como agentes
quimioterapicos (DON; IOSET, 2014). Além disso, o derivado n&o sé respeita essa
preconizacdo como também esta conforme o recomendado para a triagem de
drogas contra a Doenga de Chagas (ROMANHA et al., 2010), em que um composto
em potencial deve: (i) ser ativo contra as formas intra e extracelular do parasito, (ii)
apresentar propriedades iguais ou melhores em comparagdo aos medicamentos

vigentes e (iii) possuir um elevado indice de seletividade.
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6 CONCLUSAO

Compostos contendo nucleos de benzoiltioureia surgem no cenario da
Doenga de Chagas como opg¢des na pesquisa por drogas alternativas no combate a
doenga, possuindo versatilidade bioldgica tal que chama o interesse para aplicagdes
em diversas areas da quimica medicinal. Seis novos derivados da molécula foram
analisados neste estudo, e demonstraram in silico caracteristicas farmacocinéticas
vantajosas em relagdo ao medicamento de referéncia, sendo mais lipofilicos, menos
mutagénicos e carcinogénicos e com maior absorgéo intestinal; destacando-se entre
eles o derivado ADS 04, que apresentou a menor probabilidade de penetragcdo da
barreira hematoencefalica, além de uma performance in vitro que demonstra um alto
indice de seletividade em baixas concentracdes para as duas formas evolutivas de
importancia clinica do T. cruzi, com elevada atividade antiparasitaria e baixa
citotoxicidade contra células de mamifero.

Nesse contexto, os resultados desta pesquisa revelam uma abordagem
promissora na busca por novos medicamentos contra a DC, em que identificamos
novos derivados de benzoiltioureia como compostos com potencial terapéutico,
oferecendo uma nova perspectiva no tratamento dessa patologia. Além disso,
enfatizamos a necessidade de estudos mais aprofundados que visem elucidar o
mecanismo de acao dessas moléculas, uma vez que a anadlise detalhada pode
fornecer informagdes cruciais sobre como esses compostos interagem com o
parasita e, assim, otimizar a eficacia terapéutica e minimizar possiveis efeitos
colaterais adversos.

Portanto, acreditamos que pesquisas futuras utilizando derivados de
benzoiltioureia podem oferecer uma contribuicdo significativa para o campo da
quimioterapia da Doenga de Chagas, em uma abordagem pode abrir caminho para o
desenvolvimento de drogas que sejam mais seguras, mais eficazes, menos téxicas
e, em ultima analise, capazes de melhorar significativamente a qualidade de vida

dos pacientes afetados por essa doenca.
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