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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, € uma
das doencgas endémicas mais relevantes da América Latina. O tratamento atual da
doenca de Chagas € baseado no uso do nifurtimox (NFX) e o benznidazol (BNZ),
ambos com eficacia limitada no estagio crénico da doenca e severos efeitos colaterais.
Essas desvantagens nos levaram a investigar novos compostos lideres mais seletivos
e de baixo custo. Desta forma, os derivados de 1,2,3-triaz6is demonstraram ser
promissores. Neste trabalho, objetivamos investigar o potencial de quatro derivados
hibridos de 1,2,3-triazol, obtidos por click chemistry contra T. cruzi. O derivado de
ftalimida-1,2,3-triazol, FT1 demonstrou significativa atividade tripanocida e baixa
citoxicidade para células do exsudato peritoneal (CEP) e células Vero, com um indice
de seletividade (Ise) > 5 para as formas tripomastigota e amastigota. No entanto, 0os
derivados NT1, FT2 e FT3 apresentam ISe < 4. Para investigar os efeitos do FT1 sobre
a fisiologia mitocondrial do parasita, foi utilizada a Rhodamina 123. Nossa analise por
citometria de fluxo mostrou que o tratamento das formas tripomastigotas com FT1
induziu uma hiperpolarizagdo da mitocondria em concentragdes mais baixas,
enquanto uma diminuicdo dose-dependente no potencial da membrana mitocondrial
foi observada em concentracdes mais altas dessa molécula. A diminui¢éo do potencial
da membrana mitocondrial foi seguida por um aumento na producdo de EROs nessa
organela, conforme observado pela marcacdo com MitoSox. O tratamento do FT1
também induziu alteracdes ultraestruturais, compativeis com a perda da viabilidade
do parasita e morte celular. Nossas andlises de docking molecular indicaram o FT1
como um provavel inibidor da tripanotiona redutase e da proteina CYP51, as quais
sdo essenciais para a viabilidade do T. cruzi. Em conjunto, nossos resultados
mostraram que o FT1 foi eficaz contra as formas tripomastigota e amastigota de T.
cruzi, com alta seletividade contra esse parasita. Nossos resultados sugerem 0 uso

do (FT1), como possivel agente quimioterapico contra a doenca de Chagas.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi. Quimioterapia. Click chemistry. Molecular

docking. Triazois.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by flagellate protozoan Trypanosoma cruzi, is one of the most
relevant endemic diseases in Latin America. The current treatment of Chagas disease
is based on the use of two drugs nifurtimox (NFX) and benznidazole (BNZ), both of
which present limited efficacy in the chronic stage of the disease and severe side
effects. These drawbacks prompted us to investigate new leader compounds more
selective and with low cost. In this regard 1,2,3-triazoles derivatives has been showed
to be promising. In this work we aimed to investigate the potential five hybrid 1,2,3-
triazole derivatives, obtained by click chemistry against T. cruzi. The derivative of
ftalimide-1,2,3 triazole FT1 demonstrated a significant trypanocidal activity and low
cytotoxicity to peritoneal exudate cells (PEC) and Vero cells, with a selectivity index
(Ise) > 5, for both trypomastigote and amastigote forms. However, derivatives NT1,
FT2 and FT3 show ISe < 4. To investigate the effects of FT1 on the mitochondrial
physiology of the parasite, we used Rhodamine 123. Our flow cytometric analysis
showed that the treatment of trypomastigote forms with FT1 induced a
hyperpolarization of mitochondrion at lower concentration, whereas a dose-dependent
decrease on the mitochondrial membrane potential was observed at higher
concentrations of this drug. The decrease of mitochondrial membrane potential was
followed by an increase in ROS production in this organelle, as observed by MitoSox
labelling. The treatment of FT1 also induced ultrastructural changes, compatible with
loss of parasite viability and cell death. Our molecular docking analyses showed FT1
as a putative inhibitor of trypanothione reductase and CYP51, which are essential for
the viability of T. cruzi. Taken together our results showed that FT1 was effective
against trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi, with high selectivity against
this parasite. Our results suggest the use of FT1, as a putative chemotherapeutic agent

against Chagas disease.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi. Chemotherapy. Click chemistry. Molecular

docking. Triazole.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas & uma antropozoonose causada pelo protozoério
Trypanossoma cruzi, transmitida primariamente por insetos hematoéfagos da
subfamilia Triatominae (LEITE et al., 2018). Esta parasitose esta presente em 21
paises da América Latina, € um namero crescente de pessoas infectadas tem sido
observado em regibes ndao endémicas em consequéncia dos processos de
globalizacdo (MONGE-MAILLO e LOPEZ-VELEZ, 2017; PEREZ-MOLINA e MOLINA,
2018). Esta patologia afeta principalmente regides mais pobres das Américas. Estima-
se que 6-7 milhGes de pessoas estejam infectadas, com outras 70 milhdes vivendo
em area de risco (DNDI, 2019). Sua alta morbidade e os graves problemas a saude,
desencadeados por um quadro degenerativo crénico, com desordens cardiacas e/ou
digestivas, fazem da tripanossomiase um importante problema de saude publica
(SBARAGLINI et al., 2016; MONGE-MAILLO e LOPEZ-VELEZ, 2017; LEITE et al.,
2018). Apesar do grande impacto social e financeiro causado, o financiamento de
pesquisas voltadas para farmacoterapia, producdo de vacinas, diagnéstico e
tratamento para a doenca de Chagas ainda sdo baixos frente aos prejuizos
acarretados por esta doenca (CORASSA et al., 2017).

O farmaco utilizado para o tratamento da doenca de Chagas no Brasil
(benznidazol, LAFEPE) € um nitroheterociclico introduzido na década de 70, que
possui alta toxicidade e baixa eficacia quando a doenca atinge a fase crbnica
(FRANCO et al., 2019). A prevaléncia de efeitos adversos em usuarios do benznidazol
€ evidente e contribui fortemente para a ndo-adesao ou abandono dos pacientes ao
tratamento, tornando imprescindivel a busca por novos compostos que combinem
baixa toxicidade e eficacia, tanto na fase aguda como na crénica da enfermidade
(KRATZ et al., 2018; CALDAS et al., 2019).

Os recentes avancos tecnoldgicos tém contribuido para o desenvolvimento da
Quimica Medicinal. O planejamento e aprimoramento de moléculas especificas de
baixo custo e com menos efeitos colaterais, através da bioinforméatica e de novas
metodologias de sintese, tornou-se uma realidade (DHEER et al., 2017; SAIKIA e
BORDOLOI, 2019). Dentre as varias ferramentas utilizadas na busca por moléculas
biologicamente ativas, o “docking” molecular tem se destacado como importante
instrumento no desenvolvimento de farmacos. Essa técnica é capaz de predizer

possiveis alvos moleculares e os tipos de interacdes quimicas predominantes entre
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um ligante e uma proteina de estrutura tridimensional conhecida. Este método tem
sido amplamente utilizado na selecéo virtual de candidatos a farmacos, otimizando e
barateando a busca por novos compostos (KONTOYIANNI, 2017; ESWARI. et al,
2018).

Além disso, a sintese de compostos bioativos por métodos do tipo click
chemistry, em especial, a cicloadi¢cdo 1-3-dipolar catalisada por cobre, vem ganhando
protagonismo nos ultimos anos. Esse método pode levar a sintese moléculas hibridas
unindo grupos farmacoféricos de forma simples, com alto rendimento, baixo custo e
possibilidade de producdo em larga escala. Estas caracteristicas sdo preponderantes
para a producdo de um farmaco voltado para o tratamento de uma doenca tropical
negligenciada (LAMIE et al., 2015; TABACARU et al., 2017).

Na busca por novas moléculas com propriedades antiparasitarias, o 1,2,3-
triazol tem ganhado protagonismo devido seu grande potencial farmacoldgico.
Conhecidamente utilizado como iséstero de amida, éster, acido carboxilico e outros
heterociclicos, os derivados triazélicos apresentam acao antitumoral (HUANG et al.,
2019), anti-micobactéria (JIANG et al., 2019) e tripanocida (CAMPO et al., 2012;
LEITE et al., 2018).

Assim como os derivados triazélicos, os compostos ftalimidicos tém chamado
a atencdo da comunidade cientifica por suas propriedades terapéuticas tais como
acdo anticancerigena, antibacteriana (BERK e AKGUN, 2012), leishmanicida
(SHARMA et al., 2010; Sl et al., 2016; ALIANCA et al., 2017) e anti-inflamatoria in
vivo e in vitro (ALANAZI, et al., 2015; CASAL, et al.,2016). Tendo em vista o carater
inflamatorio crénico da doenca de Chagas, compostos como as ftalimidas que aliem
atividade anti-inflamatéria/imunomodulatéria e tripanocida, apresentam-se como
potenciais candidatos a farmacos contra essa doenca que acomete milhdes de

pessoas.

Os derivados de naftoquinonas em particular os analogos do 1,4 naftoquinonas
também tem recebido atencédo especial devido as suas aplicacdes farmacéuticas
promissoras. As atividades biologicas relacionadas aos derivados de naftoquinonas
sao diversas incluindo agao antiproliferativa (ZHANG et al, 2018), antiviral (TANDON
et al., 2002; DA SILVA et al., 2002), antifungica (TANDON et al, 2006; TANDON et al.,
2009) e antitripanocida (GARAVAGLIA et al. 2018; LARA et al., 2018).
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Portanto, a sintese de novas moléculas hibridas de ftalimida e 1,2,3 triazol, com
o intuito de unir mais de uma atividade biologica e/ou potencializar propriedades ja
existentes, se mostra uma abordagem promissora. Nesta perspectiva, o presente
estudo teve como objetivo investigar o potencial tripanocida e os mecanismos de agéo
de novos derivados hibridos de triazois sintetizados através de click chemistry,
visando contribuir para o desenvolvimento de farmacos de baixo custo e mais eficazes

contra a doenga de Chagas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial farmacologico de novos hibridos derivados de 1,2,3-triazol
sintetizados por click chemistry como agente quimioterapico para o tratamento da

doenca de Chagas.

1.1.2 Objetivos especificos

« Auvaliar o potencial citotoxico dos derivados ftalimida-triazol e naftoquinona-triazol
em células de mamifero;

e Auvaliar a atividade de derivados ftalimida-triazol e naftoquinona-triazol sobre a
viabilidade de formas tripomastigotas de T. cruzi;

« Investigar o efeito dos derivados ftalimida-triazol e naftoquinona-triazol sobre
células de mamifero infectadas por T. cruzi;

« ldentificar possiveis alvos e mecanismos de acao dos derivados ftalimida-triazol e

naftoquinona-triazol.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC) € uma infeccdo degenerativa crénica, endémica da
Ameérica Latina, que acomete principalmente 6érgdos como 0 coracao e o sistema
digestivo. Seu agente etiologico, o protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, €
transmitido principalmente por meio das fezes contaminadas de insetos triatomineos
infectados com o parasito (FLORES-FERRER et al., 2019; LONDERO et al, 2019).

Descrita em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, a doenca que leva
0 seu nome foi observada pela primeira vez em uma crianga de nome Berenice que
apresentava febre, edemas e ingurgitacao linfatica generalizada (GARCIA, 2009). Na
ocasido, Carlos Chagas identificou em amostras de sangue da menina, a presenca de
um protozoario flagelado, que mais tarde viria a chamar de Trypanosoma cruzi
(MALAFAIA e RODRIGUES, 2010).

Passados mais de cem anos desde sua descoberta, a DC ainda hoje é um
grande problema de saude publica mundial, com milhdes de pessoas infectadas,
causando grande impacto econdmico e social. Calcula-se que as perdas relacionadas
a morbimortalidade pela tripanossomiase americana sejam de 7,2 bilhdes de dolares,
com aproximadamente 12 mil mortes anuais (CONNERS, et al, 2016; BALOUZ et al.,
2017). Apesar da grande relevancia, a infeccdo pelo T. cruzi ainda recebe pouco
investimento, principalmente pelo fato de atingir populacdes pobres (LONDERO et al,
2019).

Varios fatores contribuem para a disseminagdo do T. cruzi, dentre eles, a
devastacdo de areas de mata, o desequilibrio ambiental por causas externas, a
iniquidade social e a falta de acesso a informacéo e aos servicos de saude (DIAS,
2007). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o maior nUmero de pessoas
infectadas se concentra em quatro paises, sédo eles: Argentina (1.505.235), Brasil
(1.156.821), México (876.458) e Bolivia (607.186), enquanto as maiores prevaléncias
estdo na Bolivia (6,1%), Argentina (3,6%) e Paraguai (2,1%). Apesar do Brasil
aparecer na segunda posicdo em numeros absolutos, a quantidade de casos em
relacdo a sua grande populacdo, deixa o pais atrds dos seus vizinhos em relagéo a
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prevaléncia (WHO, 2015; ANTINORI, 2017). Nas Uultimas décadas o perfil
epidemioldgico da doenca de Chagas sofreu alteracdes devido ao processo de
urbanizacdo causado pelas mudancas nos meios de producgao e a intensa migracao
do campo para cidade, (DIAS, 2007). Em acréscimo, devido ao grande fluxo de
pessoas dos paises endémicos para outras partes do mundo, a DC tem se tornado
um problema de saude para alguns paises como Estados Unidos, Canada, Espanha,
Franca, Suica, Japdo e Australia (COURA e DIAS, 2009; BALOUZ et al., 2017)
(Figura 1).

Figura 1 — Distribuicdo da doenca de Chagas no mundo.

\
“\(

[ Paises endémicos
[ | Paises nao endémicos, mas presente

Fonte: DNDi, 2019 — Adaptado.
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2.1.1 Transmissao da doenca de chagas

A DC pode ser transmitida de varias maneiras, sendo a mais comum a
transmissao vetorial (GUARNER, 2019). Os potenciais vetores do T. cruzi, insetos
hematéfagos pertencentes a subfamilia Triatominae (Figura 2), sdo amplamente
distribuidos nas regides endémicas. Até o momento, ja foram catalogadas mais de
140 espécies de triatomineos, com destaque para as espécies Triatoma infestans, T.
dimidiata, T. brasiliensis, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus, devido a sua
capacidade de adaptacdo ao ambiente domiciliar, transmitindo o parasito para
humanos e animais domésticos, no ciclo peridoméstico (STANAWAY e ROTH, 2015;
ANTINORI et al., 2017; BALOUZ et al., 2017). Durante o repasto sanguineo destes
insetos, eles geralmente defecam e urinam préximo a regido da picada. O T. cruzi
presente nas fezes contaminadas, pode penetrar na pele lesionada e mucosas do
hospedeiro vertebrado por meio de solucdo de continuidade, alcancando a corrente
sanguinea e subsequentemente infectando diferentes tipos celulares (CAMARA et al.,
2019). Outras formas de transmissdo da doenca s&o: ingestdo de alimentos
contaminados como sucos de frutas e legumes (contaminacao por via oral), transfusao
sanguinea, transplante de orgaos, transmissdo congénita, acidentes de laboratério,
manuseio de animais infectados, ingestdo de carne mal cozida de animais infectados
e transmissao sexual (CEVALLOS e HERNANDEZ, 2014; ALVAREZ et al., 2017).

Figura 2 — Insetos da subfamilia Triatominae. (A) Panstrongylus megistus, (B) Panstrongylus

geniculatus, (C) Rhodnius neglectus, (D) Triatoma sordida e (E) Rhodnius prolixus.

A B

Fonte: PUPIM, 2018 — Adaptado.
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2.1.2 Patogénese e diagnostico da doenca de chagas

As manifestacdes clinicas relacionadas a infeccao pelo T. cruzi em humanos
frequentemente iniciam-se pouco depois da invasao do parasito, na regiao que serve
como porta de entrada, seja ela, pele ou mucosa ocular. Estas regibes podem
apresentar edema e inflamacédo local (Figura 3), denominadas de Chagoma de
inoculacao e sinal de Romafia respectivamente (TEXEIRA, et al., 2006; ORTIZ et al.,
2019). A DC apresenta duas fases clinicas distintas, a fase aguda e cronica. A
primeira, ocorre alguns dias apoés a infecgdo pelo T. cruzi, enquanto a fase crbnica se
desenvolve em periodos mais tardios, levando até mesmo décadas para o surgimento
dos primeiros sinais. Estudos demonstram que a resposta imune do hospedeiro e a
cepa do parasito sdo decisivos para desenvolvimento da doenca (MACEDO e PENA,
1998; ANDRADE et al., 1999).

A fase aguda da DC quase sempre € assintomatica, durando de 4-8 semanas
(ORTIZ et al., 2019). Caracterizada por alta parasitemia, essa fase geralmente
apresenta sintomas inespecificos, tais como: febre, cefaleia, mal-estar,
hepatoesplenomegalia e linfadenopatia. Nesta fase, a destruicdo tecidual esta
associada a acéao direta do parasito e uma resposta inflamatdria aguda, com intensa
participacdo de células do sistema imune inato como macrofagos, células dendriticas
e natural killer, as quais atuam inicialmente no controle da parasitemia (ESPER et al.,
2015).

Figura 3 — A) Chagoma de inoculagdo; B) Sinal de Romafa

Fonte: ROSSI, RAMOS e BESTETTI, 2003; WHO, 20109.
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Quando nao tratado adequadamente na fase aguda, o individuo chagasico
pode evoluir para a fase indeterminada, a qual é caracterizada pela auséncia de
sintomas e sorologia positiva, podendo permanecer assim por décadas (CAMINHA et
al., 2019).

A fase cronica da doenca de Chagas atinge 30-40% dos individuos infectados
e tem como principais caracteristicas alteracfes cardiacas e digestivas ou mesmo
uma associacdo destas formas clinicas. Apesar de ser menos comum, alteracées
neuroldgicas também podem ser observadas (CORDOVA et al., 2010; CAMINHA et
al., 2019). As disfungdes cardiacas séo as mais graves e prevalentes na fase cronica
da DC, afetando 20-30% dos pacientes. O dano causado pelo T. cruzi, inclui a
dilatacdo do coracdo com eventual hipertrofia (cardiomegalia) e alteracbes
anatomopatologicas (ESPER et al., 2015). Esta fase geralmente é caracterizada pela
presenca de grandes quantidades de formas amastigotas no interior dos miocitos, com
infiltrado mononuclear crénico, ruptura das fibras cardiacas, aumento da fibrose,
afinamento da parede ventricular, danos microvasculares e perda da homeostase do
sistema condutor do coragcdo. Como consequéncia, 0 coragao lesionado perde parte
da funcgéo contratil, desenvolvendo cardiomiopatias, arritmias e insuficiéncia cardiaca
gue podem levar ao 6bito (MACHADO et al., 2012; BOCCHlI et al., 2017).

O acometimento dos 6rgaos do sistema digestivo atinge 10-20% dos pacientes.
As principais caracteristicas da forma digestiva sdo as disfun¢cfes gastrointestinais,
causadas pela leséo das fibras musculares intestinais e do sistema nervoso entérico,
resultando na dilatacdo anormal do eséfago e do colon e ao desenvolvimento das
sindromes do megaestfago e megacolon (PINTO et al.,, 2019). O megaeséfago é
acompanhado comumente por disfagia, seguida de odinofagia, dor epigastrica,
regurgitacdo e ptialismo. O quadro de megacolon apresenta dilatacdo no segmento
sigmoide, reto e, menos frequentemente, da regido colénica proximal, causando uma
lenta e progressiva constipacao, distensdo abdominal e em casos mais graves, a
obstrucao total do intestino devido a formacéo de volvulos e fecalomas (DE OLIVEIRA
et al., 1998; DE LIMA et al., 2008; MATSUDA et al., 2009).

A DC é uma das mais importantes parasitoses da Ameérica Latina, contudo boa

parte dos pacientes chagasicos possuem acesso limitado ao diagndstico,
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permanecendo por varios anos sem o conhecimento de sua condi¢cdo clinica, com
menos de 10% dos casos diagnosticados. Alguns fatores contribuem fortemente para
falhas no diagndstico da doenca, incluindo a ampla distribuicdo geogréfica do vetor, o
lapso de tempo entre a infec¢cdo e o aparecimento dos sintomas, as limitagcdes dos
atuais meétodos diagndéstico, dados de prevaléncia incompletos e a dificuldade no
reconhecimento dos sintomas (BALOUZ et al., 2017; DNDi, 2019).

As ferramentas disponiveis para o diagnostico da DC variam de acordo com o
estagio da parasitose (Tabela 1). A fase aguda e a infeccao vertical de recém-
nascidos, tem como padrdo ouro para fins diagnosticos a microscopia Optica
convencional. A presenca do parasito circulante possibilita, através das técnicas
parasitolégicas diretas como a da gota espessa, analise do sangue a fresco e estiraco
sanguineo corado, identificar o T. cruzi. No entanto, em alguns casos a baixa
parasitemia pode ocasionar a negativacao do teste direto. Neste caso, permanecendo
a suspeita da DC aguda, recomenda-se a realizacdo do teste de micro-hematdcrito ou
teste de Strout (FREILIJ e ALTCHEH, 1995; GOMES et al., 2009; BALOUZ et al.,
2017). Por outro lado, o diagndstico direto na fase cronica requer métodos de
amplificacdo biolégica como xenodiagndstico e hemocultura, que apesar de serem
especificos apresentam baixa sensibilidade de 50-74% (CASTRO et al., 2002).

Na rotina laboratorial também sao utilizadas técnicas imunologicas e
moleculares para deteccdo da tripanossomiase aguda e crbnica (Tabela 1), com
destaque para os testes sorologicos baseados na ligacdo antigeno-anticorpo que
frequentemente sdo empregados na deteccdo da infeccdo chagésica crénica. No
geral, estes métodos possuem uma boa acuracia, sendo os mais tradicionalmente
utilizados: imunofluorescéncia indireta (IFl), hemaglutinacdo indireta (HAI) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (NOYA, et al., 2015; SANTOS et al., 2018).

Apesar da alta sensibilidade e especificidade as metodologias moleculares séao
mais complexas, necessitam de maior infraestrutura e apenas alguns centros de
pesquisal/referéncia realizam esses tipos de testes. Desta forma, o diagnostico preciso
por estas técnicas ainda € pouco acessivel para populagdes que moram distantes dos

grandes centros urbanos (DIAS, et al., 2015).
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Tabela 1 — Desempenho dos métodos diagnésticos aplicados para doenca de Chagas.

Métodos

Parasitolégicos

Métodos

sorolégicos

Métodos

moleculares

Metodologia

Hemocultura

srame dieio €0 S ---

Xenodiagnoéstico

IFI

ELISA

PCR, gPCR

Marcadores

genotipificados

Marcadores bioquimicos

Casos

agudo

N.A

N.A

Casos

crénicos

N.A

Casos

congénitos

Observagdes

Métodos baseados em microscopia 6ptica. Padréo
Ouro no diagnéstico da doenga de Chagas aguda.

Amplifica os parasitos, aumentando a sensibilidade,

no entanto, requer tempo e possui o custo elevado.

Amplifica os parasitos, requer tempo, possui alto
custo e produz efeitos colaterais.

Especificidade moderada, é necessario pessoal

treinado para a execugao.

Especificidade moderada, necessita de pessoal
treinado e infraestrutura laboratorial.

Boa especificidade e de facil execugdo, comumente
usado no diagnéstico da doenga de Chagas cronica.
Alta especificidade, requer pessoal treinado e
infraestrutura.

Técnica manual, especifica e de alto custo,
necessario pessoal treinado.

Baixa especificidade e sensibilidade, geralmente
indicativo/preditivo de cardiomiopatia.

(Verde) método diagndstico apropriado para fase doencga; (amarelo) parcialmente apropriado;

(vermelho) inapropriado. (N.A) Dados experimentais ndo aplicaveis; (?) dados insuficientes para avaliar

0 desempenho.

Fonte: BALOUZ, et al., 2017. — Adaptado.

2.1.3 Tratamento da doenca de chagas

Classificada como doenca tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial da

Saude, a doenca de Chagas é a parasitose mais letal da América Latina, superando

até mesmo a malaria. Apesar do grande impacto para saude publica, pouco tem sido

feito em relacdo a busca por tratamentos eficazes (LIMA et al., 2010). Atualmente o

tratamento da doenca de Chagas é pautado em dois compostos nitroheterociclicos

(Benznidazol e Nifurtimox) (Figura 4). Estas drogas foram introduzidas entre as

décadas de 60-70 e apresentam baixa eficacia quando a doencga atinge a fase cronica
(LIMA et al., 2010; LEITE et al., 2018).
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Figura 4 — Estrutura quimica do benznidazol e nifurtimox.
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Estudos demonstram que maior parte do efeito tripanocida do Nifurtimox (NFX)
e Benznidazol (BNZ) se deve a formacdo de radicais livres e/ou metabdlitos
eletrofilicos. O processo de formacdo desses produtos € dependente da ativacdo de
nitrorredutases do T. cruzi (Esquema 1), que atuam no grupo nitro do NFX e BNZ
convertendo-o em grupo amino e gerando subprodutos, como radicais livres e
metabolitos eletrofilicos (MAYA et al., 2007; DIAS e DESSOY, 2009). Tem sido
proposto que a atividade do NFX é mediada principalmente por estresse oxidativo
causado pelos produtos da catalise das nitrorredutases do tipo Il (WILKINSON et al.,
2008). O radical nitro formado a partir da catalise da nitrorredutase do tipo Il no NFX
sofre ciclagem na presenca do oxigénio molecular (Oz), resultando na producédo de
anion superoxido (O2) e restituicdo do nitrocomposto (RNO:2) pelo processo ciclo
redox (HALL et al., 2011; BRUHN et al., 2016; SALES JUNIOR et al.,, 2017). No
entanto, outras possibilidades ndo podem ser excluidas. A nitrorreducdo em um
processo com multiplos elétrons pode levar a formacao intermediaria de derivados

nitrosos e hidroxilamina deletérios (BOIANI et al., 2010).

Diferente do NFX, o metabolismo do BNZ pelo T. cruzi resulta em um radical
nitro anion altamente reativo o qual € responsavel pelo efeito tripanocida. Este radical
pode se ligar a macromoléculas, principalmente o DNA, causando um efeito deletério
na sua estrutura (RAJAO et al., 2014). Existem evidéncias que outra forma de ac&o
do BNZ é através da ativacdo das nitrorredutases do tipo | em T. cruzi. O 2-
nitroimidazol entdo é transformado em hidroxilamina pela nitrorredutase dependente
de NADH, que por sua vez é novamente convertida, dessa vez, para dialdeido glioxial,

uma molécula altamente reativa que forma ligacdes covalentes com DNA, RNA,
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proteinas e tidis de baixo peso molecular (CALDAS et al., 2019). As ligacfes formadas
pelo dialdeido glicol podem danificar o material genético do parasito, impedir a sintese
de novas macromoléculas e inibir o sistema antioxidante do T. cruzi (CALDAS et al.,
2019).

Esquema 1 — Mecanismos de acdo do benznidazol e nifurtimox.

Benzonidazol Nifurtimox
R-NO, R-NO,
Proteinas
. Lipideos 2H
Nitroredutases DNA Haber- We«ss SOD °'°'° Nitroredutases

redox
T+ OH <“02 + Hy05

GSH GSSG Metabdlicos
R-NH,=— R-NO/ R-NHOH R-NO,—> o P R-
’ YT(SH)ZW T(S) Nitro &nion fadi{'jd'"m R-NH,
Tiéis conjugados Tidis conjugados

Fonte: Dias e Dessoy, 2009.

Os produtos do metabolismo do NFX e BNZ sdo reconhecidamente
inespecificos, podendo atuar tanto no T. cruzi quanto nos sistemas do hospedeiro.
Essa baixa especificidade contribui para os efeitos tdxicos observados durante a

terapia com estes dois quimioterapicos (DIAS e DESSQOY, 2009).

Por apresentar um melhor perfil de seguranca e maior eficacia em relagédo ao
NFX o BNZ é o farmaco mais utilizado no tratamento da DC, sendo o Unico
medicamento a ser empregado no Brasil. Recentemente seu uso em criangas de 2-
12 anos de idade também foi aprovado pela U.S. Food and Drugs Administration
(FIOCRUZ, 2013; FDA, 2017; DNDi, 2019; Paucar et al., 2019). No inicio da infeccao
chagasica, a administracdo do BNZ resulta na cura parasitologica de 60% dos casos
(COURA e CASTRO, 2002; CANUTO et al., 2019). Entretanto, na fase cronica os
resultados da terapia variam, a depender da resposta imune do hospedeiro e o tipo
da cepa de T. cruzi. Desta forma, de maneira geral o BNZ possui baixa eficacia nesse
estagio, com uma taxa de cura por volta dos 20% (COURA e CASTRO, 2002;
CANUTO et al., 2019).
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A intolerancia ao tratamento com o BNZ, principalmente em adultos, € outro
obstaculo. Frequentemente estas drogas apresentam graves efeitos colaterais, tais
como: anorexia, vomito, nauseas, erup¢des cutaneas, febre, linfadenopatia, dores
musculares e articulares, efeitos neurolégicos e depressdo da medula 6ssea. Esta
altima resulta em neutropenia, agranulocitose, purpura trombocitopémica, parestesias
e polineurite (CASTRO et al., 2006; VINUESA et al., 2017; CANUTO et al., 2019). Os
efeitos resultantes da toxicidade sistémica da droga, colaboram para interrupcao do
tratamento, reduzindo ainda mais a sua eficacia (VINUESA et al., 2017).

E evidente a necessidade de novos agentes com potencial terapéutico no
combate a tripanossomiase. A ineficiéncia e as varias contraindica¢des dos farmacos
utilizados atualmente, junto com os relatos do aparecimento de cepas resistentes,
motivam a busca por compostos que possam fazer frente a DC, com baixa ou
nenhuma toxicidade ao organismo humano (FILARDI e BRENER, 1987; SALES
JUNIOR et al., 2017).

2.2 Trypanossoma cruzi

O T. cruzi € um protozoario flagelado heteroxénico, ou seja, possui um ciclo de
vida em mais de um hospedeiro diferente: insetos triatomineos e mamiferos (KAUFER
et al., 2019). Classificado como pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, este parasito se destaca pela sua capacidade de infectar
praticamente todos os tipos celulares, fazendo dele, um dos mais versateis
tripanosomatideos existentes (DE SOUZA e VIDAL, 2017; TOMASINI, 2018).

O protozoario apresenta trés formas evolutivas diferentes (Figura 5), sao elas:
a forma multiplicativa epimastigotas encontradas no inicio do tubo digestivo dos
insetos vetores; as formas tripomastigotas, presentes na porc¢ao final do intestino do
inseto vetor (tripomastigota metaciclico) ou na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado (tripomastigota sanguineo); e a forma amastigota, a qual prolifera
ativamente no interior das células do hospedeiros (TYLER e ENGMAN, 2001;

GONCALVES et al., 2018).
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Figura 5 —Representacdo das formas evolutivas do Trypanosoma cruzi.

Epimastigota Tripomastigota Amastigota

Devido as caracteristicas genotipicas heterogéneas do T. cruzi, este
protozoario pode ser enquadrado em sete unidades discretas de tipagem (DTUS), que
vai do Tcl (T. cruzi ) ao TcVI e mais recentemente o genotipo Tc morcego (RAMIREZ
e HERNANDEZ, 2018; REVOLLO et al, 2019). Os DTUs estéo fortemente associados
a ecologia, ao ciclo de transmissao e a gravidade das manifestacdes clinicas da DC
(RAMIREZ e HERNANDEZ, 2018).

2.2.1 Principais aspectos celulares do Trypanosoma cruzi

Em relac&o ao aspecto celular, o T. cruzi possui algumas peculiaridades, como
a presenca de microtubulos subpeliculares, estruturas compostas por protofilamentos,
que dao rigidez a célula e resisténcia a ruptura por meios mecanicos (SINCLAIR e
ENGMAN,2019).

Estes protozoarios apresentam um unico flagelo, que se insere em uma regiao
especializada, chamada de bolsa flagelar. Essa ligacdo entre o flagelo e o corpo
celular se da por jun¢des do tipo demossomos. O flagelo do T. cruzi como dos demais
tripanosomatideos é constituido por 9 pares de microttbulos periféricos e um par de
microtubulo central. Seu movimento intenso confere grande motilidade as formas
epimastigota e tripomastigota do T. cruzi. Nas formas amastigotas, o flagelo é
pequeno e retido na bolsa flagelar (DE SOUZA, 2002).

Assim como na maioria dos eucariotos, a mitocondria do T. cruzi é responsavel
pela producéo energética e regula uma série de fungdes essenciais deste parasito.
No entanto, nos tripanosomatideos a mitocéndria é Unica se estendendo por todo
corpo deste protozoario (Figura 6). Um dos aspectos que diferenciam a mitocéndria
dos tripanosomatideos dos demais eucariotos € a presenca de uma rede complexa
de DNA chamada de cinetoplasto, proxima ao corpo basal (Cavalcante e De Souza,
2018). O DNA do cinetoplasto € organizado em dois tipos de estruturas circulares:
minicirculos com 0,5-10 kb e maxicirculos 20-40 kb. Sabe-se que os minicirculos
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codificam RNASs guias que participam do processo de edicdo do RNA recém-formado,
enquanto os maxicirculos codificam rRNAs e proteinas da cadeia respiratoria
(CAVALCANTE e De SOUZA, 2018; KAUFER et al., 2019).

O glicossomo é um compartimento celular exclusivo dos tripanosomatideos
como Leishmania, T. brucei e T. cruzi, Esta organela € semelhante aos peroxissomos,
mas possui algumas diferencas marcantes como a presenca de hexoquinases e
fosfofrutoquinases, evidenciando a compartimentalizagcdo da via glicolitica nos
tripanosomatideos (BAUER e MORRIS, 2017; KALEL, et al., 2018; BANERJEE et al.,
2019). Além disso, existem indicios que algumas vias metabdlicas como fixacdo de
diéxido de carbono, recuperacao de purinas e a biossintese de novo das pirimidinas
também ocorrem nos glicossomos (DE SOUZA, 2002).

Os acidocalcissomos sao estruturas presentes em alguns eucariotos e
procariotos como tripanosomatideos, fungos e bactérias. Estas organelas,
apresentam altas concentracfes de calcio, fésforo na forma de pirofosfato (PPi) e
polifosfato (poli P) e outros cétions (DOCAMPO et al., 2010; RAMAKRISHNAN, et al,
2018). Os acidocalcisomos atuam como importante reserva energética, na
osmoregulacdo e no equilibrio do pH. Além disso, h& evidéncias que a deplecdo de
calcio dos acidocalcissomos pode inibir a invasdo do T. cruzi nas células hospedeiras
(MORENO e DOCAMPO et al., 2009).

Outro compartimento celular peculiar, presente em alguns membros da familia
Tripanosomatidae, séo os reservossomos. Esses reservatorios celulares, processam
e armazenam macromoléculas como proteinas e lipidios ap6s serem endocitados na
regido do citdstoma, nas formas epimastigotas do paraita (DE SOUZA, 2002). Sabe-
se que a incubacédo destas formas do T. cruzi em meio pobre em nutrientes, causa o
desaparecimento gradativo dos reservossomos, sugerindo a utilizacdo dessas
reservas durante a escassez de nutrientes (DE SOUZA, 2002; PEREIRA et al, 2011;
PEREIRA et al, 2015).

O nucleo do T. cruzi se assemelha morfologicamente ao da maioria das células
eucarioticas. No entanto, diferencgas funcionais e na sua organizagao séo evidentes.
Certamente a mais marcante destas diferencas é o mecanismo de regulacdo pos-
transcricional. Neste organismo, h& auséncia de promotores classicos para a RNA
polimerase Il. Além disso, o processamento do pré-mRNA é do tipo trans-splicing e a
transcricdo policistronica (ELIAS et al., 2002; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010;
WIPPEL, et al., 2018). Outros aspectos interessantes do nucleo de T. cruzi € a
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auséncia de uma organizacao nucleolar nas formas amastigotas e tripomastigota.
Além do mais, durante toda a divisdo celular a membrana nuclear permanece integra
e a presenca de microtdbulos intranucleares, dispersdo da cromatina e o
aparecimento de placas densas podem ser observados (DE SOUZA, 2009).

Estudos sobre o reticulo endoplasmatico (RE) e complexo de Golgi do T. cruzi,
ainda sao raros. No entanto, sabe-se que estas organelas se assemelham bastante
em fungcdo quando comparadas a dos outros eucariotos, nos quais desempenham
papel importante na via secretora e na sintese de proteinas (DE SOUZA, 2002;
CANELA-PEREZ et al., 2019; SANDES et al., 2019). O RE em T. cruzi é escasso,
continuo com o ndcleo e se distribui em todo corpo celular, especialmente na periferia
do parasita onde parece se associar com o0s microtubulos subpeliculares, a membrana
e a mitocondria. Tanto o RE rugoso (RER) quanto o liso (REL) podem ser observados
em todas as formas do parasito, mas sua abundancia vai depender do estagio do ciclo
celular (DE SOUZA, 2009). Estudos com drogas que causam desequilibrio na
homeostase do RE tem sido associado ao stress do reticulo o qual ao se tornar
persistente pode levar o parasita a morte celular (SANDES et al., 2019). O complexo
de Golgi esta sempre préximo a bolsa flagelar sendo formado por uma tnica pilha de
cisternas achatadas. Drogas que afetam o complexo de Golgi, também causam
alteracdes no RE mostrando a relacdo de continuidade entre estas organelas
(SANDES et al., 2019).
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Figura 6 — Visdo esquematica das estruturas e organelas do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: CAVALCANTI e SOUZA, 2018 — Adaptado.

2.2.2 Ciclo biolbgico do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo, alternando entre o hospedeiro
vertebrado e invertebrado (Figura 7) (LOPES., et al., 2010). Ele pode se iniciar quando
o0 inseto vetor, durante o repasto sanguineo em um mamifero infectado, ingere formas
tripomastigotas sanguineas. Na porcédo inicial do tubo digestivo do inseto, estas
formas se diferenciam em epimastigotas, as quais se dividem repetidamente por
fissdo binaria (KOLLIEN e SCHAUB, 2000; DE SOUZA, 2002). Parte destes
epimastigotas se movem para o final do tubo digestivo, onde passardo por nova
diferenciacéo em tripomastigotas metaciclicos. Estudos revelam que mudancas do pH
intestinal, presenca de hemoglobina livre e o ambiente redox favorecem o inicio da
metaciclogénese que € a transformacao das formas epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicos (forma infectante néo replicativa) (PAES et al., 2011; CHAGAS-LIMA et
al., 2019).

O ciclo bioldgico no hospedeiro mamifero tem inicio quando os tripomastigotas
metaciclicos penetram na corrente sanguinea e invadem células nucleadas como

macroéfagos, fibroblastos, células musculares e neuronais. No citosol das células
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parasitadas os lisossomos sdo recrutados pelo citoesqueleto, se fundindo ao vacuolo
parasitéforo em formacao, acidificando seu interior. Em resposta a acidificacdo do
vacuolo parasitéforo, as formas tripomastigotas passam a secretar proteinas liticas
(TcTox e trans-sialidase) que rompem a membrana do vacuolo. Uma vez livres no
citoplasma, estas formas se diferenciam em amastigotas (TYLER e ENGMAN, 2001,
LIMA et al., 2010). Os amastigotas sofrem sucessivas divisdes binarias até ocupar
quase todo espaco intracitoplasmético da célula hospedeira. Quando isso ocorre, 0 T.
cruzi mais uma vez se diferencia, para a forma tripomastigota sanguinea (DUMOULIN
e BURLEIGH, 2018). A grande quantidade de tripomastigotas no interior da célula e o
seu movimento constante e intenso causam a ruptura da membrana plasmatica,
liberando-o0s no meio extracelular, dando inicio a um novo ciclo, podendo os parasitos
ser ingeridos pelo vetor ou infectar outras células (TANOWITZ et al., 2009; MACHADO
et al., 2012).

Figura 7 — Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi no hospedeiro vertebrado e invertebrado.
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Fonte: MATTOS, 2017.
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2.3 “DOCKING” MOLECULAR APLICADO A PROSPECCAO DE NOVOS
FARMACOS

As ferramentas biotecnoldgicas associadas aos métodos da quimica medicinal
e bioinformatica tem assumido um papel de destaque no desenvolvimento de novas
moléculas com atividade biologica (PINZI & RASTELLI, 2019). Dentre essas
ferramentas, se destaca o “Docking” Molecular (De RUYCK et al., 2016). Esta técnica
permite predizer as interacdes de possiveis candidatos a farmacos com alvos
biologicos especificos in silico, a fim de selecionar moléculas que se liguem com alta
afinidade a estes alvos e possam funcionar como inibidores. A predicdo de possiveis
inibidores de alvos do parasita poupa o trabalho de sintese e avaliacéo biologica de
estruturas ndo promissoras, acelerando a fase inicial do desenvolvimento de um novo
farmaco (SANTOS et al., 2018; SETHI et al., 2019). Sendo assim, possiveis moléculas
bioativas sdo geralmente testadas para um determinado alvo proteico a fim de
estabelecer qual, ou quais, delas apresentam melhor acomodac¢éo ao sitio ativo do
alvo (SETHI et al., 2019). Os resultados obtidos nos ensaios computacionais sao
dados de ligacdo quimica e da energia de ligacdo necesséria para que a molécula
bioativa se ligue ao sitio ativo do alvo molecular selecionado (PRADEEPKIRAN &
REDDY, 2019). Logo, a molécula que apresentar menor quantidade de energia
necessaria para se ligar ao sitio ativo, sera aquela que, teoricamente, apresentara

melhor resultado de atividade bioldgica para aquele alvo especifico.

2.3.1 Alvos moleculares no Trypanosoma cruzi

O estudo dos alvos terapéuticos criticos para 0 metabolismo dos
tripanosomatideos tem sido um ponto chave no desenvolvimento racional de novas
drogas (SINATTI et al., 2017). Este tipo de abordagem utiliza preferencialmente alvos
proteicos presentes exclusivamente no agente causador da doenca ou analogos a
mesma fungdo em humanos, mas estruturalmente diferentes (LIMA et al., 2016;
SINATTI et al., 2017).
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No T. cruzi, algumas enzimas tém sido alvos frequentes em testes in silico e in
vitro, por regularem vias bioquimicas essenciais para a sobrevivéncia do parasito.
Nesse contexto, a cruzipaina (CZ) juntamente com a familia da Gp85/trans-sialidase
(TS) estdo entre os mais investigados (SAN FRANCISCO et al., 2016). A CZ é uma
cisteina peptidase presente no T. cruzi, que atua na invasdo dos tecidos, no
desenvolvimento intracelular e na evaséo do sistema imune no hospedeiro vertebrado
(ALVAREZ et al, 2012). Estudos prévios, realizados em linhagem de células CHO
tratadas com CZ purificada, foi identificado um aumento do célcio intracitoplasmatico,
favorecendo a invasdo das células hospedeiras pelo T. cruzi. Além disso, a
capacidade da CZ de digerir subclasses de IgG contribui fortemente para o escape do
parasita ao sistema imunolégico (OSORIO et al., 2012; FERRAO et al., 2015; SAN
FRANCISCO et al., 2016). A TS também tem demonstrado ser essencial para a
viruléncia do T. cruzi. Esta proteina atua na transferéncia do acido sialico do
hospedeiro para a superficie do parasito, “camuflando” o T. cruzi do sistema imune
hospedeiro, favorecendo sua sobrevivéncia e a instalacdo da infeccdo cronica
(NARDY et al, 2016; KASHIF et al, 2017).

A sintese de esterdis é um processo vital para os eucariotos, pois seus produtos
sdo componentes importantes das membranas celulares, além de servirem como
precursores de varias moléculas bioativas (RABELO et al, 2017). Portanto, a inibicao
da biossintese de esterdis em tripanosomatideos pode causar a morte desses
organismos (LEPESHEVA et al, 2018). Nessa perspectiva, inibidores do esterol 14a-
desmetilase (CYP51) e farnesil difosfato sintase (FPPS) tém sido avaliados no
combate a leishmanioses, doenca do sono e DC (GABELLI et al, 2006;
GUNATILLEKE et al.,, 2012; DAUCHY et al, 2016). Ensaios realizados com
posaconazol, um triazol de amplo espectro utilizado para combater infec¢des fangicas,
com eficacia contra T. cruzi, demonstrou a interacdo deste composto com a CYP51,
inibindo quase por completo a formacgéo de produtos enzimaticos (LEPESHEVA et al.,
2011). Nao diferente da CYP51, uma variedade de moléculas com potencial inibitorio
da FPPS tem emergido (GALAKA et al, 2019). A exemplo disso, uma série de
bifosfonatos contendo enxofre foram testados nas formas amastigotas do T. cruzi. Os
compostos 37 (1-[(n-Octiltiol)etil]-1,1-acido bisfosfonico ), 38 (1-[(n-Noniltiol)etil]-1,1-
acido bisfosfénico) e 39 (1-[(n-Deciltiol)etil]-1,1-4cido bisfosfénico) foram os mais

eficazes com valores da de EDso (dose efetiva para inibir 50% das amastigotas) de
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15.8 uM , 12.8 uM e 22.4 uM, respectivamente. Em consonancia com a reducédo das
formas amastigotas, os compostos induziram uma forte inibicdo da T. cruzi FPPS (ICso
= 6,3 uM, 1.7 uM e 0.097 uM respectivamente) sugerindo que a a¢ao inibitéria desta
enzima seja um dos possiveis mecanismos de morte do protozoario (RECHER et al,
2012). Outras proteinas-alvo ndo menos importantes, que estdo diretamente
envolvidas em vias metabolicas indispensaveis do T. cruzi, incluindo a Dihidrofolato
timidilato redutase sintase (DHFR-TS), Tripanotiona redutase (TR), a triose fosfato
isomerase (TPI) e a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) podem também
contribuir para o desenvolvimento de farmacos mais eficazes. A DHFR-TS é
responsavel pela conversdo do dihidrofolato (H2F) em tetrahidrofolato (H4F) por
reducdo dependente de NADPH. A inibicdo da DHFR-TS afeta a sintese de DNA no
T. cruzi (CHITNUMSUB et al, 2009; GIBSON et al, 2016). A TR, ajuda a manter a
forma reduzida da tripanotiona, colaborando com a manutencdo da homeostase do
redox celular, impedindo que o parasito sofra danos por estresse oxidativo (ORTALLI
et al.,, 2018; RUIZ-SANTAQUITERIA et al.,, 2018). Em T. cruzi a TPl é um alvo
molecular validado para o desenvolvimento de drogas. Esta enzima -catalisa
isomerizacdo do gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona na quinta etapa da via
glicolitica (ALVAREZ et al., 2015). A grande dependéncia da via glicolitica como fonte
energética para a sobrevivéncia do T. cruzi torna as enzimas dessa via um
interessante alvo de estudo no desenvolvimento de farmacos com acgdo tripanocida
(AGUILERA et al., 2016). A gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, também atua na
via glicolitica, convertendo o gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato usando
nicotinamida adenosina dinucleotideo e fosfato inorganico (REIS et al, 2013,
PARIONA-LLANOS et al., 2015).

2.4 A EVOLUCAO DA SINTESE ORGANICA ATRAVES DA CLICK CHEMISTRY
PARA DESCOBERTA DE NOVOS AGENTES TERAPEUTICOS CONTRA
DOENCAS NEGLIGENCIADAS

A quimica medicinal moderna compreende o desenho e sintese de novos
compostos bioativos com potencial de se tornarem drogas. Neste contexto, ela
envolve ciclos repetitivos de otimizacdo visando aumentar a sua eficacia e

caracteristicas farmacocinéticas destas moléculas (BOSTROM et al., 2018).
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Historicamente, o desenvolvimento da humanidade se confunde com o da quimica
medicinal, na busca por agentes capazes de curar ou aliviar dores e outras condicdes
patologicas. Assim, desde o inicio da civilizagdo, os produtos de origem natural,
principalmente folhas e ervas ja eram utilizados para diferentes fins terapéuticos pelas
civilizacbes antigas do oriente e ocidente. Entre estes povos se destacam o0s
pertencentes ao antigo Egito, Grécia, Roma e China (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e
BARREIRO, 2006; JONES, 2011).

Com o passar do tempo a quimica medicinal foi progredindo e acompanhando
o desenvolvimento cientifico, destacando-se as contribuicbes de varios estudiosos e
quimicos (CALIXTO e SIQUEIRA JUNIOR, 2008). Em 1828, Friedich Wéhler foi o
responsavel pela primeira sintese organica que se tem noticia na historia. Antes do
seu trabalho, acreditava-se que s6 o0s seres vivos eram capazes de sintetizar
compostos organicos. No entanto, Wohler em suas experimentacdes produziu ureia,
uma substancia organica presente na urina, a partir de cianato de amobnia
(BROCKSOM, et al, 2015). Essa importante contribuicdo possibilitou o
desenvolvimento de novas metodologias para a producédo de substancias organicas,
inclusive de moléculas com propriedades farmacoldgicas. Por volta de 1897, o
pesquisador Felix Hoffman sintetizou um dos medicamentos mais populares do
mundo, utilizado até os dias atuais, o acido acetil salicilico (AAS), obtido através de
mudancas estruturais do acido salicilico, um derivado da Salix alba (Esquema 2). Este
analgésico e antitérmico revolucionou a industria farmacéutica (VANE e BOTTING,
2003; EDER e HERRLING, 2016). Pouco mais de uma década depois, Paul Erlich deu
0 primeiro passo em relacdo ao estudo dos farmacos, estabelecendo o conceito do
mecanismo de agdo dos medicamentos, que viria a se tornar anos mais tarde, o
conceito de receptores farmacoldgicos. Na concepcao Erlich, uma substancia quimica
nao funcionaria a menos que pudesse se ligar a um sitio especifico (CALIXTO e
SIQUEIRA JUNIOR, 2008).
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Esquema 2 — Sintese do acido acetil salicilico a partir da salicilina.

O._OH O.__OH
OH 0]
& O

Salicina Acido salicilico Acido acetilsalicilico

Fonte: EDER e HERRLING, 2016 — Adaptado.

A ascensdao dos farmacos sintéticos veio a ocorrer de fato no século XX, apos
a Segunda Guerra Mundial. Neste periodo foram desenvolvidas muitas drogas
sintéticas, dentre elas, o0s anti-histaminicos (mepirazina) antipsicoticos
clorpromazina), antidepressivos (imipramina) e o0s ansioliticos benzodiazepinicos
(clordiazepo6xido), marcando o declinio do uso de plantas medicinais como principal
fonte de produtos terapéuticos (VIEGAS JUNIOR, BOLZANI e BARREIRO, 2006).

Com o desenvolvimento da biologia molecular e da quimica organica, cada vez
mais farmacos surgiram no mercado. As tecnologias empregadas, mais sofisticadas
e diversificadas, possibilitaram a producdo novas moléculas, mais definidas e
complexas, direcionando-as a receptores especificos (SANGI, 2016).

Entre as metodologias empregadas ha quimica organica, a click chemistry vem
ganhando cada vez mais espaco, desde a sua introducédo por Sharpless em 2001
(KOLB et al, 2001). Para uma reacao realizada em laboratorio ser considerada do tipo
“click”, ela precisa ser capaz de unir moléculas de forma rapida, com alto rendimento,
gerar apenas subprodutos inofensivos que possam ser removidos por métodos nao
cromatograficos e ser estereoespecifica (KOLB et al, 2001; POKORSKI e SMITH,
2018). Existem varias as reacfes quimicas utilizadas com sucesso na quimica
medicinal e nas ciéncias de materiais que se encaixam no conceito de “click”, tais
como: reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar, [4 + 2]-cicloadicdo (Diels-Alder), reacdes de
substituicdo nucleofilica/abertura de anel, reagdes carbonilicas do tipo néo aldol e
adicao de multiplas ligagdes carbono-carbono (NANDIVADA et al., 2007).

Uma das mais conhecidas e importantes rotas de sintese que utiliza o principio

da click chemistry é a cicloadicdo 1,3-dipolar entre um alcino terminal e uma azida
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organica catalisada por cobre (CUAAC) para a formacéo regioespecifica de 1,2,3-
triazois-1,4-dissubstituidos. Esta rota tem sido amplamente empregada, ndo s6 na
quimica organica, mas também em outras areas, provando seu grande potencial
(NANDIVADA et al., 2007; BOZOROQV et al, 2019). O fato dos grupos azidas e alcinos
serem facilmente preparados em laboratério e estarem entre as moléculas mais
inertes, inclusive em meio aquoso, favorece a reacao, até mesmo quando ha presenca
de grupos reativos nas moléculas envolvidas, formando uma molécula hibrida
contendo um anel triazélico (FREITAS et al., 2011; PICKENS et al., 2018). Portanto,
0 numero de publicacdes utilizando CuAAC cresce de forma exponencial,
demonstrando a grande versatilidade desta metodologia. A click chemistry é
amplamente aplicada na quimica medicinal, bioconjugacdo, quimica de materiais,

quimica supramolecular e para obtencao de catalisadores (FREITAS et al. 2011).

2.4.1 1,2,3-triazol

Os triazdis sao nitroheterociclicos formados por dois atomos de carbono e trés
de nitrogénio, podendo ser obtido na forma de dois isbmeros, 1,2,3-triazol e 1,2,4-
triazol. As propriedades fisico-quimicas deste grupo fazem dele uma importante
ferramenta para manipulacéo da lipofilicidade, polaridade e da capacidade de ligacéo
com moléculas de hidrogénio de compostos quimicos (PRAVEEN; MURTHY e PAL,
2015). (FREITAS; et al., 2011; FERREIRA et al., 2013; BONANDI et al., 2017). Suas
caracteristicas estruturais como: polaridade, rigidez e a capacidade de agir como
doadores e aceitadores de ligacdes de hidrogénio, conferem a estas moléculas a
capacidade de mimetizar caracteristicas de diferentes grupos funcionais como amida,
éster e outros nitro-heterociclicos de cinco membros com a vantagem de se manter
estavel em ambientes hidroliticos, oxidativos e redutivos. Desta forma, o 1,2,3-triazol
vem sendo amplamente utilizado como bioiséstero na sintese de novos analogos de
drogas ja estabelecidas e como plataforma para o desenvolvimento de novos
compostos para fins medicinais (BONANDI et al., 2017). Geralmente hibridizados a
outros grupos farmacofdricos, os derivados triazélicos apresentam diversas atividades
bioldgicas contra microrganismos patogénicos como bactérias, fungos e protozoarios
(BRAND et al., 2017; DHEER, et al., 2017; SILVA et al., 2018).

O potencial bactericida e fungicida de novos compostos derivados de

heterociclicos 1,2,3-triazol, chalconas e flavonas sintetizados por click chemistry foi
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investigado por El Sayed Aly e colaboradores (2015) em cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, enquanto a atividade antifingica foi avaliada contra Candida
albicans e Aspergillus flavus. A maioria dos compostos apresentaram atividade
antibacteriana e fungicida, com destaque para o 6-(B-D-glucopiranosil)-1-(4-((3p-
colesteroliloxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)hexano contra E. coli, o qual apresentou
atividade superior a ampicilina. Estes autores também demonstraram o potente efeito
inibitério deste composto, sobre S. aureus (EL SAYED ALY et al., 2015).

Marchiori e colaboradores (2017) avaliaram potencial de sete novos analogos
do O-3 triazol ligado ao galactosil arilsulfonamidas sobre a invaséo de fibroblastos por
T. cruzi. Dois destes derivados foram capazes de reduzir significativamente a taxa de
infeccdo nas células hospedeiras, bem como o0 nimero de amastigotas nas células
infectadas e tratadas, em relacéo as células infectadas sem tratamento (MARCHIORI
et al., 2017).

A acéo anti-inflamatoria dos derivados triazolicos tem sido reportada. A sintese
de uma biblioteca de fenil-1H-1,2,3-triazol foi ensaiada em edema de orelha de rato
induzido por xileno. Quatro destas novas moléculas mostraram-se superiores a droga
de referéncia (diclofenaco) (KIM et al., 2015). Em adicéo, trabalhos recentes sugerem
que derivados de triazdis podem agir sobre importantes reguladores da inflamacao
como P2X7, NF-kB, TNF-qa, cox 2, 5 lox, GSK-33, IL-1b, e IL-6. No contexto da doenca
de chagas, a atividade imunomoduladora apresentada por derivados triazélicos pode
minimizar os efeitos do quadro inflamatério crénico desta doenca. (SARIGOL et al.,
2015; TANTRAY et al., 2016; GONZAGA et al., 2017; ZHANG et al., 2017; NAAZ et
al., 2018).

2.4.2 Ftalimidas

A ftalimida € um heterociclico, pertencente a familia das imidas, constituido por
—CO-N(R)-CO- e um anel imida (KUSHWHA e KAUSHIK, 2016). Esta molécula
€ eletricamente neutra e naturalmente hidrofébica, possui uma leve solubilidade em
agua e hidroxidos alcalinos, a qual Ihe confere a capacidade de penetrar as
membranas celulares. Estas propriedades quimicamente interessantes, aliada aos
efeitos farmacoldgicos ja reportados, fazem dos derivados ftalimidicos uma importante
plataforma para sintese e elaboracdo de diversos analogos (KUSHWHA e KAUSHIK,
2016; SILVA, et al., 2017).
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Estudos em derivados de ftalimidas associados a outros grupos farmacoféricos
demonstraram atividades biologicas, tais como: antimicrobiana (KHIDRE et al., 2011),
anti-inflamatoria (LIMA, et al., 2002), anticonvulsivante (KATHURIA e PATHAK, 2012),
hipoglicemiante (MBARKI e ELHALLAOUI, 2012), ansiolitica, (YOSUVA e
SABASTIYAN, 2012) e anti-HIV-1 (SHARMA et al.,, 2010). A acdo ansiolitica dos
derivados de ftalimidas foi uma das primeiras a ser relatada para o composto
talidomida (3—ftalimidoglutarimida) sintetizado em 1954 pelo CIBA Pharmaceutical
Company. Esta molécula recebeu consideravel atencdo devido a existéncia de
deformidades severas em recém-nascidos de mulheres para as quais foi prescrita
como antiemético (FRANKS et al., 2004). Desta forma, ela foi banida do mercado por
mais de 40 anos. Apenas em 1998 voltou a ser aprovada pela FDA como potente anti-
inflamatdrio no tratamento de eritema nodoso, uma dolorosa e severa complicacdo da
lepra. Desde entdo, novas atividades tém sido atribuidas a talidominda tais como
agentes imunomodulador, anti-inflamatério e antiangiogénico no tratamento de varias
condicdes patoldgicas severas (LIU et al., 2017).

Além da talidomida e seus derivados, novos compostos ftalimidicos acoplados
a outros grupos funcionais tem emergido como ansioliticos promissores (KUSHWAHA
e KAUSHIK, 2016). Foi visto que o composto N-benzoil 3-nitro-ftalimida tinha efeito
ansiolitico significativo em camundongos em relacdo ao grupo nédo tratado
(HASSANZADEH et al., 2012).

Trabalhos recentes tém relatado o efeito tripanocida de alguns derivados da
ftalimida (MUTH et al., 2007; GOMES et al., 2016). Gomes e colaboradores (2016)
avaliaram o potencial de uma série de derivados de ftalimida-tiazol frente ao T. cruzi.
Neste estudo o composto (2-((E)-2- {(2)-[4-(3-nitrofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-
ilideno]hidrazono}etil)isoindolina-1,3-diona) foi um potente inibidor das formas
tripomastigotas do parasito em concentragbes pouco toxicas para células de
mamiferos. Além do mais, varias alteracdes celulares puderam ser observadas nos
parasitos tratados com o0 composto, como encurtamento do corpo celular e
aparecimento de vesiculas no flagelo, alteracdes nos reservossomos, nas formas
epimastigotas, inchago da mitocondria, intensa vacuolizacdo e perda de material
citoplasmatico (GOMES et al., 2016).

Os mecanismos por tras da acao anti-inflamatoria de analogos das ftalimidas
sé@o um dos mais estudados e mais bem estabelecidos. Ensaios realizados com novos

N-fenil-ftalimida sulfonamidas, revelou que o 2- [4-(1,4-tiazinan-4-ilsulfonil) fenil]-1,3-
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isoindolinediona reduziu a resposta inflamatéria aguda induzida por LPS, em modelo
murino ocorrendo o decréscimo do infiltrado neutrofilico nos pulmdes dos

camundongose nos niveis de TNF-a (LIMA et al., 2002).

2.4.3 Naftoquinonas

Pertencentes a classe dos naftalenos organicos, as naftoquinonas sao
moléculas de ampla distribuicdo natural, estando presentes em plantas, fungos e
alguns animais, onde participam de processos vitais (FOWLER et al., 2018; ZHANG
et al., 2018). As naftoquinonas podem também ser facilmente sintetizadas,
favorecendo a obtenc¢do de varios analogos com potencial farmacoldgico, inclusive no
combate as doencas negligenciadas (NAUJORKS et al. 2012).

Os derivados de natfoquinonas tem exibido uma série de efeitos bioldgicos,
principalmente no que diz respeito ao combate aos microrganismos, sendo reportado
sua acao antifungica, bactericida e tripanocida (FOWLER et al., 2018; ZHANG et al.,
2018).

O efeito das quinonas tem sido atribuido a pelo menos um de dois possiveis
mecanismos: arilacdo de grupos sulfidril nucleofilicos de proteinas e aminoacidos ou
atraveés de estresse oxidativo produzindo EROs durante o ciclo redox (FOWLER et al.,
2018). Tendo em vista que tripanosomatideos possuem mecanismos anti-oxidantes
rudimentares, estes organismos podem ser particularmente sensiveis ao estresse
oxidativo induzido por moléculas como as naftoquinonas (FOWLER et al., 2018).

A avaliacdo do efeito biolégico de uma série de novos derivados de
naftoquinonas mostrou que estes compostos foram eficazes contra formas
amastigotas de T. cruzi, em concentragdes na faixa de micromolar. Além disso, 0s
ensaios de citotoxicidade em fibroblastos revelaram altos indices de seletividade das
naftoquinonas contra o parasita, superando os resultados obtidos com BNZ
(NAUJORKS et al., 2015).

Menna-Barreto et al. (2009) investigaram o modo de acéo de trés derivados da
B-lapachona, uma quinona de origem natural contra o T. cruzi. Estes compostos foram
eficazes contra formas epimastigotas e tripomastigotas do parasito. A analise
ultraestrutural de células tratadas revelou a presenca de autofagossomos,

caracteristico de autofagia e blebs na membrana, caracteristica observada em células
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apoptoticas. A mitocondria, 0s reservossomos e o nucleo foram apontados como 0s
principais alvos de acdo da droga.

Um estudo com outros derivados de naftoquinona demostrou um aumento no
percentual de necrose nos tripomastigotas tratados com 4,5-dihidro-6,6-dimetil-6H-2-
(fenil)-piran[b-4,3]naft[1,2-d]imidazol) e  4,5-dihidro-6,6-dimetil-6H-2-(3k-indolil)-
piran[b4,3]naft[1,2-d]-imidazol e aumento da exposicdo da fosfotidilserina nos
parasitos tratados com o primeiro composto, sugerindo a atuagdo concomitante de
vias de morte celular diferentes (MENNA-BARRETO et al., 2009a).

O potencial antiparasitario das naftoquinonas também vem sendo reportado em
Leishmania (SOUZA-SILVA et al., 2014; MENDONCA et al., 2017). Os derivado [2-
(2,3,4-tri-O-acetil-6-desoxi--L-galactopiranosiloxi)-1,4-naftoquinona] mostrou acao
inibitéria para as espécies de L. infantum e L. amazonensis. Além disso, 0 composto
se mostrou mais seletivo para ambas as espécies do parasito do que para 0s
macrofagos murinos, com o indice de seletividade (IS) superior ao da anfotericina B
(MENDONCA et al., 2017).

Assim, devido a falta de medicamentos mais baratos, eficazes contra o T. cruzi
e com menos efeitos colaterais para células do hospedeiros, nosso trabalho se propés
a investigar o efeito de derivados hibridos de 1,2,3-triazol contendo grupamentos
naftoquinonas e ftalimidas em sua estrutura quimica e elucidar seus possiveis alvos

de acéao, por abordagens de biologia celular e docking molecular.
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ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is the major cause of death by
cardiomyopathy and heart failure in Latin American countries. Since the 1970s,
benznidazol (BNZ) and nifurtimox (NFX) have been the only chemotherapeutic agent
used in the treatment of disease. These nitroheterocyclic compounds are highly toxic
and ineffective in the chronic phase of Chagas disease. Recent studies with triazole
derivatives have demonstrated the trypanocidal potential of these compounds. In this
work we investigated the effects of four novel 1,2,3-triazole hybrids derivatives
containing phtalimide (FT1, FT2, FT3) or naphtoquinones (NT1) on mammalian cells
and on different developmental stages of T. cruzi. The compounds were synthesized
through the click chemistry reactions, of these, the compound NT1 and FT1 were the
most cytotoxic to intracellular form of the parasite with an ICso = 31.1 and 189.2 uM
respectively. NT1 was also the most toxic against Vero and CEP cells with CCso of
96.1 and 124.8 pyM. When compared with CEP, the phthalimide-1,2,3-triazole
derivative FT1 proved to be the most selective against trypomastigote and amastigote
forms of the parasite selectivity index (ISe) > 5, being superior to benznidazole (ISe <
3). To elucidate the potential mechanism of action of FT1, we evaluated the effect of
this compound on the mitochondrial physiology of the trypomastigote forms using the
fluorescent probe rhodamine 123. Our results showed a reduction in the mitochondrial
membrane potential of parasites incubated with the two highest concentrations of FT1.
In addition, the cytometric analysis of treated-parasites incubated with Mitosox showed
an increase in the mitochondrial reactive oxygen species (ROS), demonstrating the
loss of mitochondrial homeostasis. The ultrastructural study of trypomastigotes treated
with FT1 showed morphological alterations consistent with the loss of cell viability.
Molecular docking of FT1 on target enzymes of T. cruzi showed that this compound
strongly interacted with the parasite triponathione reductase (total energy = -122.72
kcal / mol) and CYP51 (total energy = -109.12 kcal / mol), enzymes that play a role
redox balance and ergosterol production, respectively. Taken together our results
showed that the phthalimide-1,2,3-triazole derivative FT1 can be considered a

promising prototype for the development of new drugs to combat Chagas disease.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi. Benznidazole. Click chemistry. Trypanocidal

activity. Triazole.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € uma
doenca negligenciada, comum em paises em desenvolvimento, nos quais constitui um
Sério agravo a Saude Publica [1]. Nas ultimas décadas, os fenbmenos de migracédo e
globalizacdo tem mudado substancialmente o perfil epidemiolégico da DC, com
namero crescente de individuos infectados em paises tidos como ndo endémicos, na
América do Norte e na Europa [2,3]. Os compostos, benznidazol (BNZ) e nifurtimox
(NFX) sdo os unicos farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas.
Estas drogas causam severos efeitos colaterais, alto custo, baixa biodisponibilidade
oral e sua eficicia na fase crénica da doenca € controversa, com baixos indices de
cura parasitolégica. Soma-se a estes fatores o aparecimento de cepas do parasita
resistentes ao tratamento [4]. Desta forma, é urgente a procura por quimioterapicos
mais seletivos para o parasito, com menos efeitos colaterais e que sejam acessiveis

as populacdes acometidas pela doenca de Chagas.

Compostos contendo grupamento 1,2,3-triazol e seus derivados exibem
atividades biolégicas interessantes tais como: antibacteriana [5,6], anti-inflamatoria
[7], antiviral [8], antifingica [9] e tripanocida [3,10]. Essas atividades podem ser
atribuidas a caracteristica aromatica azdlica de seu anel heterociclico que se liga com
alta afinidade a uma variedade de enzimas e receptores, via interacdes nao
covalentes diversas, aumentando, desta forma, as possibilidades de interacbes e
rearranjos quimicos [11].

Compostos contendo o grupamento ftalimidas possuem caracteristicas
hidrofébicas, o que favorece a passagem através das membranas lipidicas e sua
interacdo com os alvos moleculares responsaveis pelo efeito farmacologico no interior
das células. Os derivados de ftalimidas tem se mostrado eficazes como agentes
antimicrobiano [12], anti-inflamatorio [13], anticonvulsivante [14], anti-HIV-1[15] e
tripanocida [16].

Assim como os derivados do 1,2,3-triazol e ftalimida, as naftoquinonas vem
ganhando visibilidade no campo da quimica medicinal. Seus derivados podem ser
encontrados na natureza, principalmente em algumas espécies de plantas, podendo
também ser obtidos através de sintese [17]. Estudos relatam uma série de atividades

biolégicas atribuidas aos derivados de naftoquinonas, com destaque para acdo sobre
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microrganismos patogénicos, tais como: fungos [18], bactérias [19] e protozoarios
[20,21]. A acao tripanocida desses derivados vem sendo frequentemente relatada,
como causada pelo estresse oxidativo induzido por estas moléculas [22].

Na busca por rotas mais eficientes e de baixo custo para a sintese de derivados
de triazol, reacdes de click chemistry tém se mostrado promissoras. Entre elas, a
reacao de cicloadicdo 1,3 dipolar, envolvendo alcinos e azida, catalisada por cobre
(CuAAC, Copper catalyzed azide alkyne cicloaddition) ganha destaque devido a sua
simplicidade, alta seletividade, auséncia de subprodutos e baixo custo associado [23].
Na Quimica Medicinal a sintese do 1,2,3-triazol também tem sido utilizada para ligar
dois ou mais grupos farmacoféricos como ftalimidas e naftoquinonas, o que pode
potencializar as atividades ja existentes, aumentar biodisponibilidade e melhorar a
estabilidade das moléculas [3]. Esta estratégia, conhecida como hibridizacao
molecular, tem sido amplamente utilizada na identificacdo de novas moléculas com

atividade tripanocida.

No presente trabalho nés investigamos o potencial tripanocida, a relacdo
estrutura-atividade, e a citotoxicidade em células de mamifero de 4 derivados
contendo nucleo 1,2,3-triazol, obtidos através da reacdo de click chemistry. O
potencial dos compostos contra alvos moleculares enzimaticos ja validados em T.

cruzi também foram avaliados através de docking molecular.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencdo dos compostos — Uma série de quatro derivados de ftalimida-triazol
(FT1-FT3) e naftoquinona-triazol (NT1) foram sintetizados e caracterizados conforme
descrito previamente [24]. Os compostos sintetizados foram gentilmente cedidos pelo
Dr. Ronaldo Nascimento de Oliveira do Departamento de Quimica da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Os compostos foram obtidos pela reagdo de click
chemistry (cicloadicédo 1,3 dipolar catalisada por cobre) para a sintese de compostos
derivados de 1,2,3-triazol-ftalimida ou naftoquinona FT1 (ethyl 1-[2-(1,3-dioxo-1,3-
dihydro-2H-isoindol-2-yl)ethyl]-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate), FT2 (ethyl 1-[3-(1,3-
dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)propyl]-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate) e FT3 (2-
{[4-(2-hydroxypropan-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-ylimethyl}-1H-isoindole-1,3(2H)-dione) e
um derivado de triazol-naftoquinona NT1 (ethyl 1-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
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yl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate) com rendimentos de 92,%, 81,4%, 68,4% e 72,4%
respectivamente. Os compostos foram inicialmente diluidos na concentracdo de 50
mg/mL em dimetilsulféxido DMSO puro. Essa solu¢éo foi entdo dissolvida em meio de
cultivo RPMI a 1 mg/mL e uma concentracdo de DMSO 2% (solugcao estoque). A
solucéo estoque foi guardada a -20 °C protegida da luz e posteriormente diluida em
diferentes concentracdes, em meio de cultivo, até sua utilizacdo nos ensaios. A

concentracdo de DMSO na solucao de trabalho nao foi superior 1%.

2.2 Cultivo de células de mamifero — As células VERO e as células do exsudato
peritoneal (CEP) foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm?contendo meio de
cultivo RPMI 1640 (Sigma - Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) suplementado a 10% de
soro fetal bovino (SFB), 10 U/mL de penicilina e 10 mg/mL de streptomicina (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA) a 37 °C e 5% de CO..

2.3 Parasitas — As formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram obtidas de
camundongos albinos Swiss infectados, através de puncdo cardiaca no sétimo dia
apos a infec¢do. Os parasitos foram mantidos em cultura de célula Vero em meio de
cultivo RPMI suplementado com 10% de SFB a 37 °C e 5% de CO: e utilizados nos
ensaios de atividade dos compostos sobre T. cruzi. As formas amastigotas
intracelulares foram obtidas através da infeccdo das CEPs com as formas
tripomastigotas obtidas do sobrenadante da cultura de células Vero, mantidas em
RPMI.

2.4 Ensaio de citotoxicidade — Para o ensaio de citotoxicidade, células Vero
mantidas em cultura foram tratadas com tripsina, centrifugadas, ressuspendidas em
RPMI e semeadas na concentracdo de 1 x 10 células/mL em microplacas de 96 pocos
e incubadas por 24h. As CEPs de camundongos (CEUA 146/2019) foram coletadas,
semeadas na concentracdo 1 x 10° células/mL e incubadas por 24h. Posteriormente
as ceélulas Vero e CEPs foram tratadas com diluicbes seriadas dos compostos testes
FT1 (39,8-1273,3 uM), FT2 (38,1- 1218,4 uM) FT3 (43,7-1397,2 uM) e NT1 (42,1-
1345,6 uM) e incubadas por 24h, apds esse periodo a viabilidade celular foi avaliada
utilizando o kit de viabilidade celular CellTiter-Glo® Luminescent cell viability assay,
conforme as instrucdes do fabricante. A luminescéncia foi quantificada pelo GloMax®

Luminometer (Promega Corporation, USA). Células cultivadas na auséncia dos
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compostos foram utilizadas como controle negativo. A concentracdo dos compostos
capaz de inibir em 50% a viabilidade das células (CCso) foi estimada através de
regresséo linear utilizando o programa IBM SPSS Statics 25. Todos os testes foram

realizados em triplicata em trés experimentos independentes.

2.5 Atividade tripanocida — Os tripomastigotas obtidos do sobrenadante de cultura
de células Vero infectadas foram incubados em microplacas de 96 pogos (1 x 108
células/mL) e cultivados a 37°C, na presenca e auséncia (controle) de diferentes
concentracfes dos compostos FT1 (19,9 - 636,4 uM), FT2 (19 - 609,2 uM) FT3 (10,9
- 698,6uM) e NT1 (21,1 - 672,8 uM), diluidos em RPMI. Apo6s 24h de incubacdo dos
parasitos com e sem o tratamento, foi determinada a viabilidade dos parasitos por
contagem em camara de Neubauer utilizando o microscépio 6ptico convencional.
Cada experimento foi realizado em triplicata, em 3 experimentos independentes. Para
0s ensaios com as formas amastigotas, as CEPs foram infectados com as formas
tripomastigotas obtidas do sobrenadante de cultura de células Vero infectadas, em
uma proporc¢ao de 1:10 parasitos/célula por 3h em meio de cultivo RPMI a 37°C. Apés
esse periodo as culturas foram lavadas com RPMI fresco, para retirada dos parasitos
nao interiorizados e cultivadas por um tempo adicional de 24h. Em seguida, as células
infectadas e nédo infectadas, foram tratadas ou ndo com os compostos FT1 (23,3-372,3
UM), FT2 (49,3-788 uM) FT3 (90,4-1446,4 pM) e NT1 (3,8-60,2 pM) por 24h a 37°C
em RPMI suplementado com 10% de soro bovino e entéo fixadas e coradas usando
o kit comercial Panético Rapido LB (Laborclin Produtos Para Laboratérios Ltda). A
concentracdo capaz de causar a lise de 50% das formas tripomastigotas ou inibir a
sobrevivéncia de amastigotas (LCso e 1Cso respectivamente) foi estimada por analise
de regresséo linear utilizando o programa IBM SPSS Statics 25, e entéao calculado os
indices de seletividade (CCso/LCso0u ICso) e de sobrevivéncia das formas amastigotas

(taxa de infeccdo % x amastigota por célula).

2.6 Efeito dos compostos sobre a fisiologia mitocondrial do Trypanosoma cruzi
— O efeito do tratamento com o composto mais promissor (FT1) no potencial de
membrana e na producdo de EROs na mitocondria do parasito foi investigado
utilizando os fluorocromos Rodamina 123 (Sigma - Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA)
e MitoSox (Invitrogen), respectivamente. Os parasitos foram tratados com FT1 nas

concentracdes de % LCso, LCso e 2 LCso por 24h. Tripomastigotas néo tratados foram
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utilizados como controle. Apds a incubacdo com FT1 os parasitos foram lavados em
solucédo tamponada salina de fosfato (PBS — phosphate buffer saline) e incubados em
PBS contendo 10 pg/mL de rodamina 123, por 20 minutos no escuro. Em seguida, as
amostras foram lavadas trés vezes com PBS e analisadas por citbmetro de fluxo
Accuri C6 (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). Para determinar a producédo de
EROs na mitocondria, as células foram lavadas com PBS, em seguida incubadas em
uma solucdo de PBS contendo 5 pM do Mitosox, por por 10 min no escuro. Apés a
incubacéo, os tripomastigotas foram lavados trés vezes em PBS e analisados,
conforme o citado acima. 20.000 eventos foram adquiridos para cada condicdo

experimental.

2.7 Ensaio ultraestrutural — Para analise ultraestrutural, formas tripomastigotas de
T. cruzi (controle e tratados com FT1 nas concentracdes referentes a LCso € 2 LCso)
foram fixados por 2h a 25°C em solucdo contendo 2,5% glutaraldeido/4%
paraformaldeido em 0,1 M tampao fosfato (PBS), pH 7,2. Em seguida, as células
foram lavadas em PBS e pds-fixadas por 1h com 1% de tetroxido de 6smio/0,8%
ferricianeto de potassio/5 mM CaCl. em 0,1 M de tampéo cacodilato pH 7,2. Em
seguida as células foram lavadas no mesmo tampao, aderidas com poli-L-lisina em
laminulas, desidratadas gradativamente em solucdo de etanol e submetidas ao ponto
critico no aparelho HCP-2 Critical Point Dryer (Hitachi, Tokyo, Japan) e metalizadas
com uma camada de ouro de aproximadamente 20 nm. As imagens foram feitas com

0 microscoépio eletrénico de varredura JEOL T-200.

2.8 Docking molecular — As estruturas cristalograficas das proteinas Cruzipaina,
Dihidrofolato Redutase - Timidilato Sintase, Tripanotiona Redutase e P450 Lanosterol
14a-desmetilase utilizadas nas andlises foram obtidas através do Protein Data Bank.
As estruturas dos ligantes foram preparadas no software ChemSketch®. O docking foi
realizado utilizando o programa iIGEMDOCK 2.1 Para esta analise o composto FT1 foi
ancorado nos locais cataliticos de referéncia para cada uma das proteinas. O
Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) foi utilizado para estabelecer as conformacdes
de ligantes e macromoléculas. Apds o ajuste dos ligantes e proteinas-alvo preparados
e o local de ligacdo estabelecido, o docking foi realizado ajustando os seguintes
parametros: 100 poses formadas; populacdes de 300 individuos e 60 geracdes em

duplicata.



75

2.9 Andlises estatisticas — As andlises estatisticas foram realizadas usando o
ANOVA e o teste de Bonferroni. Os dados foram analisados no Graphpad Prism 7
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foram sintetizados novos derivados a partir da
hibridizac&o dos grupos farmacoforicos ftalimida-triazol e naftoquinona-triazol, através
da click chemistry. Esta metodologia foi escolhida para a sintese de hibridos derivados
do triazol devido ao seu baixo custo, regiosseletividade, alto rendimento e rapidez. Os
produtos derivados desta reacdo sdo atdoxicos e podem ser purificados sem a
necessidade de métodos cromatogréaficos. Neste sentido € possivel unir diversas
estruturas sem a necessidade de etapas de protecdo [25]. Tendo em vista que a
doenca de Chagas € uma doenca altamente negligenciada, cujo desenvolvimento de
novas drogas nao € viavel economicamente, o baixo custo e o alto rendimento da click
chemistry figuram como vantagens importantes no contexto do desenvolvimento de
moléculas biologicamente ativas contra a doenca de Chagas [26,27]. A estrutura
guimica dos compostos sintetizados bem como 0s seus grupamentos funcionais estao

demonstrados na Figura 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica dos compostos sintetizados. FT1 — ethyl 1-[2-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-
isoindol-2-yl)ethyl]-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate; FT2 — ethyl 1-[3-(1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-
2-yl)propyl]-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate; FT3  —2-{[4-(2-hydroxypropan-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yllmethyl}-1H-isoindole-1,3(2H)-dione; NT1 — ethyl 1-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)-1H-1,2,3-

triazole-4-carboxylate.
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No desenvolvimento de farmacos, o potencial citotoxico dos candidatos deve
ser levado em consideracao [28]. Neste sentido, no presente estudo, em uma analise
preliminar, investigamos o efeito de quatro derivados de triazol (FT1, FT2, FT3 e NT1)
sobre células Vero e sobre células do exsudato peritoneal (CEP). A escolha pelas
células Vero e pelas CEPs se devem ao fato destes dois tipos celulares serem os mais
utilizados para os ensaios de infeccdo com o T. cruzi [29]. Além do mais, células do
exsudato peritoneal possuem atividades imunomoduladoras e sdo modelos de
infeccdo com T. cruzi e desta forma se aproximam mais das condi¢cdes encontradas
nos modelos in vivo [30,31].

Nossos resultados mostraram que os perfis de citotoxicidade para os dois tipos

celulares frente aos hibridos de 1,2,3-triazol foi similar (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito biolégico dos derivados de triazol sobre células de mamifero e Trypanosoma cruzi.

UM
CCso LCso I1Cs0 I1Se
Composto Vero CEP Tripo Ama Vero/Tripo  CEP/Tripo CEP/Ama
FT1 889,6 + 70 1226,6 £ 22,8 178,125 189,2 + 22 5 6,9 6,7
FT2 1176,3+£239,5 1576,4+141,7 924,7+398,7 708+ 36,4 1,3 1,7 2,2
FT3 >1397,2 >1397,2 >698,6 712 + 149 n.d n.d >2
NT1 96,1 £ 33,3 124,8+£41,3 Nd 31,1+£5;3 n.d n.d 4

CCso— concentracgdo inibitoria para 50% das células; LCso— concentracédo letal para 50% dos parasitos;
ICso — metade da concentragao inibitoria maxima; 1Se — indice de seletividade; n.d — néo determinado
por regresséo linear. Resultados de CC50 e LC50 foram expressos como média + desvio padrao de
trés experimentos independentes em triplicata. A 1Cso foi expressa como média + desvio padréo de dois

experimentos independentes em triplicata.

O composto FT3 foi 0 menos tdxico para as células Vero com valor de CCso
>1397,2 uM, seguido pelos compostos FT2 e FT1, os quais apresentaram valores de
1176,3 e 889,6 UM para células Vero e 1576,4 e 1226,6 pM para as CEPs,
respectivamente. Ja o composto NT1 foi considerado o mais téxico para ambos tipos
celulares, sendo os valores de CCso para célula Vero e macrofagos de 96,1 e 124,8
UM, respectivamente. Com excecdo do NT1 os compostos testados apresentaram
baixa toxicidade, caracteristica que tem sido reportada em véarios trabalhos com
moléculas hibridas contendo o grupamento triazol ou ftalimida [32,33]. Estudo recente
realizado por Assis et al. [34] demonstrou que nenhum dos oitos compostos avaliados
de uma série de derivados de ftalimidas-triazois com atividade anti-inflamatoria,
apresentou letalidade contra o modelo de toxidade de Artemia salina para
concentracodes inferiores a 1000 ppm.

A analise detalhada da relagcéo estrutura e atividade dos nossos compostos
demonstrou que os compostos (FT1-FT3), os quais apresentam grupos ftalimidas e
1,2,3-triazol ligados por cadeias alifaticas de tamanho varidvel, apresentaram
atividade citotoxica semelhante contra células Vero e CEPs. A introducdo de uma

funcado alcool ao nucleo triazélico em FT3, bem como o tamanho da cadeia alifatica
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diminuiu a citotoxicide deste composto contra ambas as células em comparacéo ao
FT1. A maior citotoxidade apresentada pelo composto NT1 pode ser atribuida a
substituicdo do grupamento ftalimida pelo grupamento naftoquinona ligado
diretamente ao anel triazdlico. As naftoquinonas sdo compostos presentes em
diferentes familias de plantas, participando de uma série de eventos oxidativos [35].
As suas propriedades estruturais e atividades bioldgicas, fazem destas moléculas
estruturas versateis na construcao de moléculas hibridas como o NT1 [36]. Entretanto,
tem sido reportado na literatura que o grupamento naftoquinona apresentou toxicidade

para células de hepatdcito, corroborando com nossos achados [35].

O potencial antiparasitario dos derivados de triazol foi avaliado sobre a forma
tripomastigota de T. cruzi (Tabela 1) a qual representa a principal forma infectiva no
hospedeiro vertebrado [37,38]. Devido a toxicidade apresentada para o composto NT1
contra formas tripomastigotas, com 100% de lise para concentracdes maiores que 42
uM (Figura 2A), pela analise de regressédo nao conseguimos determinar a LCso para
estas formas, bem como o seu indice de seletividade. O composto FT3 ndo conseguiu
atingir o valor da LCso em nenhumas das concentracdes e, portanto, este valor foi
estimado como sendo maior do que 698,6 UM (Tabela 1; Figura 2B). Nesta
concentracdo, a porcentagem de inibicdo ndo ultrapassou 25%. O composto FT1 foi
capaz de causar a lise de 100% dos tripomastigotas na concentracdo de 636,4 UM,
apresentando um valor de LCso de aproximadamente 178 pM, sendo 5 e 7 vezes mais
toxico para o parasito do que para células Vero e CEP, respectivamente, enquanto
gue o BNZ mostrou-se 2 vezes mais toxicos para 0s tripomastigotas em comparacao
as CEPs [31]. Por outro lado, o FT2 causou a morte de pouco mais de 20% dos
tripomastigotas na maior concentracdo testada (609,2 pM). A toxidade desse
composto para o T. cruzi foi comparavel com a da célula de mamifero, refletindo em
baixos indices de seletividade de 1,3 e 1,7 em comparacdo com as células Vero e
CEP (Tabela 1).
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Figura 2 - Efeito dos compostos NT1 (A) e FT3 (B) sobre a inibicdo das formas tripomastigotas (%)
em relagdo ao controle néo tratado (0% de inibicao).
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O efeito dos compostos dos derivados de 1,2,3-triazol também foram
analisados sobre a forma intracelular amastigota em CEPs infectadas com T. cruzi.
Os compostos NT1 e FT1 reduziram significativamente a sobrevivéncia das formas
amastigotas nos CEPs (Figura 3A e 3B) de maneira dose-dependente. Esta reducéo
pode ser claramente observada nas culturas tratadas com FT1 e coradas com
panotico (Figura 3C). Células controles, apresentam um grande namero de células
infectadas, bem como de amastigotas intracelulares (Figura 3C). Em algumas células
0 numero de amastigotas é superior a 20. A incubag¢do com concentracdes crescentes
de FT1, levaram a uma reducdo significativa do nimero de células infectadas como
também de amastigotas intracelulares. Nossos dados demonstraram que para esta
forma os compostos FT1 e NT1 foram os mais seletivos com I1Se = 6,7 e 4,
respectivamente, com o FT2 e FT3 superando o indice de seletividade relatado na
literatura para o BNZ (ISe = 1,2) [31]. A atividade antiparasitaria de FT2 e FT3 contra
as formas amastigotas, apesar de inferior aos outros dois compostos, apresentou I1Se
superior ao da droga de referéncia [31].
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Figura 3 — Efeito dos compostos FT1 (A) e NT1 (B) sobre a sobrevivéncia dos amastigotas
intracelulares em macrofagos. As colunas abaixo representam a média de sobrevivéncias das
formas amastigotas. Valores estatisticamente significantes * (p <0,05) *** (p < 0,001) por One-way
ANOVA test seguido pelo Bonferroni post test. (C) Aspecto das culturas controles e tratadas com
FT1 coradas com pandtico evidenciando o efeito dose-dependente na inibicdo do nimero de
amastigotas e de células infectadas com Trypanosoma cruzi. Barra (10 um).
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Ensaios com células tumorais revelam que derivados naftoquinona atuam
produzindo espécies reativas de oxigénio (EROS) as quais levam a morte celular por
estresse oxidativo. Por outro lado, células normais sdo mais resistentes a acao destas
moléculas, por possuirem mecanismos capazes de minimizar o efeito causado pelas
EROS [35]. Ao contrario das células de mamifero, o T. cruzi possui capacidade
limitada em metabolizar anions superoxido (O27.) e outras espécies reativas de
oxigénio, devido a auséncia da enzima catalase e glutationa peroxidase as quais sao
responsaveis pela metaboliza¢do do perdxido de hidrogénio (H202) [39,40]. Esta maior

suscetibilidade do parasita as EROs e outras espécies reativas pode explicar em parte
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a maior toxicidade de NT1 sobre as formas tripomastigotas, observadas em nosso
estudo. Relatos na literatura ja vem demonstrando o efeito do grupo triazol-
naftoquinona como indutores da morte do T. cruzi. Diogo et al. [41], investigaram a
acdo de uma série de 26 compostos derivados de naftoquinona contendo um nucleo
triazol frente ao T. cruzi. Segundo estes mesmos autores dois fatores contribuiram
para o efeito deletério dos derivados naftoquinona-triazol 1) a unido de grupos orto- e
para-quinoidais aos derivados podem gerar altas concentracdes de espécies reativas
de oxigénio, e 2) quinonas mais eletrofilicas, ou seja, com potencial de reducao

relativos maiores, apresentam uma maior atividade tripanocida [41].

O maior efeito do FT1 comparado ao FT2 provavelmente se deve a auséncia
de um &atomo de carbono presente no grupo espacador (cadeia alifatica).
Conhecidamente as interagfes hidrofébicas sdo fundamentais na dobragem e
manutencdo da estrutura das proteinas assim como na ligacéo a ligantes, tais como
drogas e outras moléculas [24]. A interacdo do ligante com o alvo proteico em parte €
influenciada pelas interacfes lipofilicas e a natureza quimica da proteina [42]. A
literatura j4 relata que a ramificacdo de cadeias em compostos podem ser
determinantes para que a molécula se ligue mais ou menos bem a um alvo molecular,
com funcdes especificas [24]. Portanto a modificacdo na cadeia alifatica da FT1, pode
ter sido determinante para a ligagdo do composto com o sitio ativo a um alvo
especifico no protozoério, induzindo a sua morte. Sao muitos os relatos que
comprovam a acao dos hibridos contendo triazol como agentes quimicos eficientes
contra protozoarios e outros microrganismos [43]. Faria et al. [44] investigaram
analogos do 1,2,3-triazol e demonstraram sua capacidade em promover a morte do T.
cruzi em concentracfes ndo toxicas para células de mamifero. Em um estudo de
otimizacdo molecular utilizando os derivados 5-amino-1,2,3-triazol-4-carboxamidas
contra T. cruzi, foi constatado que a substituicdo do anel triazolico por um imidazol
reduziu significativamente a atividade dos derivados, demonstrando a importancia do
grupo triazélico para atividade biologica [45]. Andrade e colaboradores [46],
investigando o efeito de derivados do BNZ, demonstraram que a insercdo do
grupamento 1,4-triazol com p-nitrophenil no lugar do ndcleo imidazol do BNZ,
aumentou o efeito toxico para os tripomastigotas. Por outro lado, estas mesmas

modificacdes reduziram os efeitos toxicos para células do baco de camundongos [46].
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Uma vez que o composto FT1 foi o mais seletivo contra as formas tripomastigotas e

amastigotas, este foi escolhido para investigar o seu mecanismo de acao.

Os tripanosomatideos possuem caracteristicas que tornam esses organismos
singulares. Uma destas, € a presenca de uma unica mitocondria, em oposicdo as
numerosas mitocondrias em células de eucariotos superiores [47]. Portanto, os
aspectos fisiolégicos como a sintese de ATP, oxidac&o de nutrientes, a homeostasia
regulada por calcio e controle da apoptose, estdo intimamente ligados ao bom
funcionamento da mitocondria [48]. Desta forma, substancias que agem sobre esta
Gnica organela tém se mostrado uma abordagem promissora na busca por novos
quimioterapicos para doenca de Chagas. Utilizando o marcador fluorescente
Rodamina 123, avaliamos o efeito do composto FT1 sobre o potencial da membrana
mitocondrial (AWm) de formas tripomastigotas de T. cruzi (Figura 4A). A Rodamina
123 €& um fluorocromo catibnico atraido pelo potencial de mitocondrias
metabolicamente ativas, sem demonstrar citotoxicidade [49]. Como era de se esperar,

o0 controle sem tratamento apresentou intensa fluorescéncia. Curiosamente no
tratamento com 1/2 x LCso houve um ligeiro aumento na polarizagdo, enquanto os

tratados com LCso e 2x LCsp tiveram a fluorescéncia reduzida em 6% e 29%
respectivamente. JA € bem conhecido na literatura, que a despolarizacdo da
membrana da mitocondria esté ligada a mudancas nos canais de célcio e a geracao
excessiva de EROs, eventos que podem levar a morte celular por apoptose ou
necrose [50]. A reducdo na intensidade de fluorescéncia nas maiores concentracées
do composto FT1 sugere aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial,
inibicdo da cadeia transportadora de elétrons ou reducgéo/oxidacéo no transporte do
substrato mitocondrial, eventos que podem diminuir a eficiéncia na sintese de ATP
resultando na morte do parasito [51,52]. Estudo prévio por Faria et al. [44]
demonstraram o efeito deletério de compostos derivados de triazol sobre formas
epimastigotas do T. cruzi. Macedo-Silva et al. [53] investigando o efeito dos azois
Itraconazol e Posoconazol sobre Leishmania amazonensis também demonstraram
gue estes compostos foram capazes de causar decréscimo significativo no AWYm.
Estas alteracdes vieram acompanhadas de mudancas drasticas na ultraestrutura
desta organela tais como inchaco, aparecimento de figuras mielinicas e alteracdes no
cinetoplasto, regido especializada da mitocéndria de tripanosomatideos, onde se

concentra o DNA mitocondrial. Estas alteracdes foram similares as encontradas em
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parasitas tratados com inibidores de ergosterol. A diminuicAo do potencial de
membrana mitocondrial, também pode ser observado, pelos valores negativos do
indice de variacdo na maior concentracao testada (Figura 4B). Em células eucariotas
superiores, os fendmenos de hiperpolarizacdo seguida de deplecao de ATP, tem sido
relacionado um evento inicial, reversivel e transitério na ativacdo e apoptose de
células T [54]. O aumento inicial no potencial de membrana pode ser devido a uma
resposta imediata ao estresse oxidativo em baixas concentragdes de FT1, na tentativa
de reverter os efeitos deletérios deste composto sobre a fisiologia mitocondrial. Tanto
a hiperpolarizacdo quanto a despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial
podem levar a geracdo de EROs nesta organela e consequentemente a morte do

parasita.

Figura 4 — Graficos representativos do efeito do composto FT1 sobre o potencial de membrana (AYm)
mitocondrial das formas tripomastigotas. A) representacao gréafica da mediana de fluorescéncia para

Rodamina 123. (B) representacéo gréafica do indice de variacao.
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Para investigarmos se os efeitos deletérios do FT1 eram devido a uma maior
producdo destas espécies reativas na mitocondria do parasita, células controles e
tratadas foram incubadas com MitoSox (Figura 5). Este fluorocromo possui grupos
lipofilicos, carregados positivamente, sensiveis a anions superoxido que se
concentram na matriz mitocondrial. Fisiologicamente a mitocéndria produz espécies
reativas de oxigénio em baixos niveis, em decorréncia da producéo de ATP atraves

da cadeia transportadora de elétrons [55]. A avaliacdo das células controle por
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citometria de fluxo, mostrou que 14% das células, apresentavam marcacao positiva
para este marcador. Por outro lado, o tratamento com o composto levou a um aumento
gradativo na porcentagem de células positivas e na intensidade de fluorescéncia para
este marcador, indicando que o composto FT1 leva a um aumento na producéo de
EROs, comprometendo a viabilidade celular. O aumento gradativo do indice de
variacdo da intensidade de fluorescéncia observado nas células submetidas ao
tratamento demonstrou efeito dose dependente na producdo de EROs na mitocéndria.
Os valores do indice de variagédo obtidos para os tratamentos com %2x, 1x e 2x LCso
foram +0,5; +0,8 e +1,5, respectivamente. Estudos revelam que o aumento da
producdo de EROs na mitocdndria, pode ser induzido através de alteracdes que
diminuem a eficiéncia da producdo de ATP por estas organelas. Com isso, ha o
acumulo desses radicais no interior da organela [56]. O excesso de EROs pode causar
danos ao DNA [57,58], lipidios [59] e proteinas [60] e finalmente a morte da célula
[56]. Portanto, nossos achados sugerem a ac¢do da FT1 como indutor da
despolarizacdo da membrana mitocondrial do T. cruzi e geracdo de EROs,
contribuindo para o colapso da célula. Estudos recentes, revelam que mecanismos
semelhantes foram observados em L. amozenensis tratadas com (1-decil-3-metil-4-
((oxiran-2-ilmethoxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-3-ium  iodeto), sendo a atividade
antiparasitaria relacionada com disfuncao da mitocéndria, causada pelo aumento total

e mitocondrial de EROs e despolarizagdo da membrana mitocondrial do parasito [61].
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Figura 5 — Histograma representativo da analise por citometria de fluxo para a determinacdo da
producdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio em tripomastigotas tratados com FT1. (A)
controle negativo; (B) controle positivo (tratado com H203), (C-E) células tratadas com Y2 LCso, LCso €
2x LCso, respectivamente. (F) gréafico representativo do indice de variagdo em células tratadas com FT1

em relacdo ao controle.
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O estudo ultraestrutural através do microscopio eletrénico de varredura, € uma
ferramenta bastante utilizada para a investigacdo do efeito de drogas em
microrganismos, fornecendo informacbes preciosas para o entendimento dos
mecanismos de agdo de determinado composto [62]. Nesse sentido, avaliamos o
efeito do FT1 em tripomastigotas sobre a morfologia do parasita e integridade da
membrana plasmatica através de microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura
6). Quando comparadas com as células sem tratamento (Figura 6A-B), as células
tratadas (Figura 6C-F) exibiram varias alteracdes de membrana de maneira dose-
dependente. Estas alteracdes tém sido relacionadas a um comprometimento de vias
metabdlicas relevantes para o parasita, como a sintese de ergosterol e poliaminas [63]
(SUETH-SANTIAGO et al., 2016). Uma das principais alteracbes observadas em
células tratadas com 1x e 2x a LCso, foi 0 encurtamento e tor¢do do corpo celular. O

tratamento com FT1 nas diferentes concentragdes também revelou encurtamento do



86

flagelo do parasito. Segundo Vannier-Santos e De Castro [62], este fenGmeno sugere
a perda da permeabilidade da membrana plasmatica bem como desorganizacao do
citoesqueleto. Além do mais, houve visivel aumento na producdo de vesiculas
extracelulares nos parasitas tratados. Souza-Neta et al. [64] relataram alteracdes
semelhantes em T. cruzi tratados com acido arjundlico. Segundo estes autores, 0
acido arjundlico interfere na funcdo dos microtubulos, levando ao encurtamento do
flagelo. Corroborando com nossos dados, derivados contendo em sua estrutura
quimica o anel ftalimidico tém demonstrado efeito deletério para o T. cruzi, como
reducao do corpo celular, perda da integridade da membrana celular, vacuolizacao do
citoplasma e aumento da mitocondria [32]. Farmacos triazélicos como fluconazol e
posaconazol, utilizados como antifingicos, também exibem atividade contra
tripanosomatideos, estas drogas sao capazes de inibir a 14a-desmetilase (CYP51),
blogueando a sintese de ergosterol e consequentemente causando danos

irreversiveis a membrana celular [65].
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Figura 6 — Analise ultraestrutural das formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi. (A-B) controle dos
tripomastigotas mostrando a forma fusiforme e o comprimento dos flagelos normais. (C-D)
Tripomastigotas tratados com LCsode FT1. (C) Detalhe do encurtamento do flagelo (seta), e aumento
no volume celular; (D) Detalhe de uma forma tripomastigota tratada com FT1. Note o aparecimento de
projecdes da membrana do flagelo (seta) e a torcdo do corpo celular (cabeca de seta). (E-F)
Tripomastigotas tratados 2x LCso. (E) Detalhe de formas tripomastigotas drasticamente afetadas pela
droga com enrugamento da membrana e encurtamento do corpo celular (cabeca de seta). Note a
presenca de pequenas vesiculas brotando da superficie celular (seta) (F) Detalhe mostrando intensa

torcdo do corpo celular (seta) e aumento do volume celular (cabeca de seta).
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Alteracges ultraestruturais semelhantes as observadas neste estudo, tem sido
relatada para outros compostos triazélicos, os quais mostraram inibir enzimas de T.
cruzi [65,66]. Derivados triazolicos também tem sido implicados na morte celular dos
parasitos através de sua acdo direcionada para mitocondria do parasita, como
observado em nosso estudo [52]. Desta forma, partimos para investigar se 0 composto
derivado de ftalimida-triazol, o FT1 poderia ser um potencial inibidor das enzimas
cruzipaina (CZ), dihidrofolato redutase - timidilato sintase (DHFR-TS), citocromo P450
lanosterol 14a-desmetilase (CYP51) e tripanotiona redutase (TR), as quais participam
do metabolismo do T. cruzi, constituindo alvos seletivos, uma vez que nédo possuem

anélogos em células de mamifero [67,68,69].

A abordagem de docking utilizada neste estudo teve como objetivo identificar a
ligacdo ao sitio ativo capaz de modular a atividade enzimatica. A pontuacéo preditiva
funcional do iGemDOCK consiste na soma total das ligaces do tipo Wan der Walls,
ligacdes de hidrogénio e energia eletrostatica (Tabela 2). Com base nos dados de
interacdo do teste de docking pode-se observar que o FT1 interage com o sitio ativo
da DHFR-TS com energia total de -105,34 kcal/mol, cujas contribuicdes, em maior
parte, vém das interacbes de Van der Waals, com energia de ligacdo de -77,71
kcal/mol em comparacdo com as ligacdes de hidrogénio, que resultam em energia
total de ligacdo de -27,63 kcal/mol. Em geral, foi observado que o composto FT1
apresenta varios perfis de interacbes quimicas em suas respectivas ligagcdes com o
sitio ativo da DHFR-TS [70].

A CZ é uma proteina expressa em todo o ciclo de vida do T. cruzi
desempenhando papel chave nos processos de diferenciacdo e sobrevivéncia do
parasito [71]. Nossos resultados do docking para esta enzima mostrou que 0s
complexos proteina-droga formados se dao principalmente por meio de interagées
hidrofébicas, com energia de ligacdo total de -93.54 kcal/mol. As ligacbes de
hidrogénio apresentam valores de ligacédo de -50.96 kcal/mol enquanto as interagbes
do tipo Van der Walls apresentaram valores de ligacao de -42.58 kcal/mol. O residuo
HIS162 que compde a triade catalitica da enzima apresentou valores de -12.5 kcal/mol
para a FT1. E valido salientar a importancia das ligagdes covalentes formadas entre o

anel ftalimidico da FT1 e os residuos dos aminoacidos LEU67 e GLU208, cuja
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presenca na periferia da triade catalitica é responsavel por diferenciar a CZ de outras

cisteino proteases no parasita [72].

A utilizacdo de compostos azdlicos para inibicdo da enzima CYP51 é conhecida
e amplamente utilizada em patdgenos eucariotos [73,74]. As alteracdes
ultraestruturais observadas nas células apds o tratamento com o FT1 nos fizeram
investigar o potencial de interagéo entre o FT1 e a CYP51, um dos principais alvos
relacionados a biossintese de ergosterol e essencial para sintese de lipidios de
membrana [75]. Na Figura 7, podemos observar o composto FT1 em interacdo com
o grupo HEME da citocromo P450 Lanosterol 14a-desmetilase. Com energia total de
ligagdo de -109.12 Kcal/mol. Dentre os residuos de aminoacidos do sitio ativo (Figura
7) com maiores chances de interacdo com a molécula FT1, ALA291 apresentou
energia de ligacdo de -18.7 kcal/mol, interagindo com os dois grupos farmacoforicos
do composto, através das ligacdes covalentes existentes entre as amidas terminais.
Tais interacdes podem inibir a demetilacéo interrompendo a interacdo entre o grupo
HEME e o TPF490, necessaria para a sintese de ergosterol. A existéncia do grupo
triazol em moléculas organicas tem sido associada ao efeito leishmanicida, através da
inibicdo da biossintese de esterdis, em espécies como Leishmania donovani, L.

braziliensis, L. mexicana [73,76] e T. brucei [75].

Tendo em vista que o composto FT1 diminuiu o potencial de membrana mitocondrial,
nos partimos para investigar o potencial de interacdo entre o FT1 e a enzima TR, um
dos principais alvos relacionados a reducéo da tripanotiona dissulfeto em tripanotiona.
Esta etapa € essencial para manutencdo de um ambiente redutor nesses parasitos e
de extrema importancia para sua sobrevivéncia [77]. O FT1 interagiu com o sitio ativo
da TR com energia total de -122,72 kcal/mol, cujas contribuicbes em maior parte, vém
das interacdes de pontes de hidrogénio e ligagdes covalentes, com energia de ligacao
de - 96.15 kcal/mol em comparacdo com as interacdes de Wan der Walls, que
resultam em -27,63 kcal/mol da energia total. O grupo 1,2,3-triazol do composto
interage com residuos do sitio y-Glu9 da TR: CYS55, ASP324 e THR332, bem como
estabelece ligacbes de hidrogénio e covalentes com o anel ftalimidico (LYS58,
PHE196 e GLY54) (Figura 7). Estes sitios apresentam residuos doadores e
aceitadores de protons, além dos residuos cataliticos THR49 e CYS50 os quais
podem se ligar, através de pontes de hidrogénio ao residuo y -Glu-ll do substrato
tripanotiona dissulfeto (T[S]2), [78,79].
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Tabela 2 — Molecular docking de FT1 em alvos proteicos de Trypanosoma cruzi. DHFR-TS -
Dihidrofolato redutase - timidilato sintase, CYP51 - P450 Lanosterol 14a-desmetilase, TR - tripanotiona

redutase; CZ - cruzipaina.

kcal/mol
Energia total LigacOes de LigacBes de van
hidrogénio der walls
DHFR-TS -105,34 -27,63 -77,71
Cz -93,54 -50,96 -42,58
TR -122,72 -96,15 -26,57

CYPS51 -109,12 -56,94 -56,94
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Figura 7 — Interacdo detalhada entre FT1 e o sitio catalitico da tripanotiona redutase e citocromo
P450 Lanosterol 14a-desmetilase. (A-B) Docking molecular, interacBes entre FT1 e tripanotiona
redutase; (A) representacdo em 3D; (B) Representacdo em 2D. (C-D) Docking molecular, intera¢des

entre FT1 e CYP51; (C) representacdo em 3D; (D) Representacdo em 2D.
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4 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou a atividade tripanocida de novos derivados
triazolicos sintetizados por click chemistry. Os ensaios de citotoxicidade em células de
mamiferos e atividade tripanocida mostraram o FT1 como o mais seletivo dentre os
compostos avaliados. Esta molécula induziu a despolarizagdo da membrana
mitocondrial e a producdo de EROs pela organela, além do mais, 0s ensaios
ultraestruturais revelaram alteracdes de membrana, sugestivas de perda do contetudo

da membrana plasmética e alteragfes funcionais do citoesqueleto. Corroborando com
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estes resultados, a analise do docking molecular demonstrou menor energia total de
ligacdo para as enzimas CYP51 e TR, sugerindo maior probabilidade de o FT1 ser um
inibidor destas enzimas. Estas enzimas possuem papel chave na manutencdo da
integridade da membrana plasmatica e do ambiente redox respectivamente. Portanto,
nossos resultados demonstram os derivados triazélicos como potencias agentes para

a quimioterapia da doenca de Chagas, podendo exibir multiplos alvos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A doenca de Chagas ainda € um grande problema de saude publica no mundo.
Na busca por novos agentes quimioterapicos para seu tratamento, utilizamos neste
trabalho o método de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisado por cobre (click chemistry),
para obter moléculas hibridas de 1,2,3-triazol (FT1, FT2, FT3 e NT1). Os novos
compostos foram sintetizados com 92,2%(FT1), 81,4%(FT2), 68,4%(FT3) e
72,4%(NT1) de rendimento, demonstrando bom aproveitamento dos reagentes de
partida. O estudo demonstrou o potencial tripanocida do FT1 sobre as formas
tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi, com baixa toxicidade para células de
mamiferos e alta seletividade para o parasita. O efeito do composto no parasito foi
marcado por alteracdes no potencial de membrana o que pode ter levado ao aumento
da producdo de EROs na mitocéndria, conforme observamos neste trabalho. Além
disso, houve alteracbes da membrana plasmatica, sugerindo a perda da
permeabilidade dela. Os resultados do docking molecular corroboraram com os
achados da avaliagéo da fisiologia da mitocondria e das altera¢des topolédgicas no T.
cruzi, com o composto FT1 demonstrando menor energia de ligacéo para as enzimas
TR e CYP51, o que sugere estas enzimas como principais alvos proteicos do FT1. As
enzimas TR e CYP51 sdo de grande importancia para a manutencdo do ambiente
redox no parasito e na sintese de esterdis respectivamente, portanto, alteracées
nessas vias podem comprometer a viabilidade do T. cruzi.

Nossos resultados sugerem que a utilizacédo de hibridos derivados de ftalimida-
triazol € uma abordagem interessante para a prospeccado de novos farmacos para o
tratamento da doenca de chagas, nesta perspectiva, sdo necessarios mais estudos

relacionados ao tema.
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ANEXO — Certificado de aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)

‘inisbério da Sauds
FIDCRUZ
Fundap o o Gruz

Institulo Agogen Mag s lhae:s

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacio

Certificamos que o projeto intitulado “SINTESE E AVAIJA(;ED DO POTENCIAL
DE NOVOS HETEROCICLICOS NITROGENADOS NO DESENVOLVIMENTO
DE NOVOS FARMACOS CONTRA A LEISHMANIOSE E DOENCA DE
CHAGAS™ protocolado sob n® 146/2019 pela pesquisadora Regina Celia
Bressan Queiroz de Figueiredo esta de acordo com a Lei 11.794/2008 e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do Instituto de
Pesqguisas Aggeu Magalh3es/Fundagio Oswaldo Cruz (CEUAJ/IAM). Na presente
versdo, este projeto esta licenciado e tem validade até 30 de dezembro de 2023
com a finalidade de pesquisa cientifica. E responsabilidade da coordenadora do
projeto nofificar & CEUA de quaisquer alteracbes em relag3o ao projeto. A
coordenadora concorda que nenhuma dessas mudangas serdo implementadas
antes de serem aprovadas pela CEUAMNAM.

Quiantitativo de Animais Aprovados
Animal Espécie e | Quant. Sexo Idade | Peso Origem
linhagem | ({total)
& | 2 [Ambaos)
Camundongo BALB/ic | 744 708 | 36 30 + Bioterio LAM
dias 20g
de
idade
Camundongo Swiss 184 184 20 + Biotério LAM
dias 20g
de
_ idade
Total 528
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