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RESUMO

Apesar dos impressionantes avangos cientificos e tecnoldgicos nas
Gltimas décadas, um nimero reduzido de novas entidades quimicas foi
identificado para combater de forma eficaz a doenca de Chagas e as
leishmanioses. O objetivo deste trabalho foi identificar novos inibidores
da enzima tripanotiona redutase por meio de estratégias classicas de
triagem em bibliotecas de compostos sintéticos, bem como utilizando
ferramentas de modelagem molecular. Inicialmente, um conjunto de 42
compostos  bis-heterociclos, obtido no grupo de trabalho,
estruturalmente similar as neolignanas de origem natural (grandisina e
veraguensina), foi avaliado in vitro quanto as atividades tripanocida e
leishmanicida. Os resultados obtidos permitiram a identificacdo de 37
compostos ativos frente ao crescimento parasitario de amastigotas de
Trypanosoma cruzi. Ndo foram observadas atividades leishmanicidas
promissoras para esses mesmos compostos. O estudo de relacdo
estrutura-atividade (REA) em relacdo a atividade tripanocida mostrou
gue a poténcia destes compostos esta correlacionada com a presenca de
grupos substituintes volumosos e hidrofébicos. O derivado 3-(3,4-
dimetoxifenil)-5-((4-(4-pentilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)isoxazol

foi o composto mais ativo desta biblioteca em estudo (Clsp 12,2 uM),
apresentando nos ensaios in vitro baixa toxicidade frente a linhagem
celular monocitica (THP-1) e poténcia semelhante ao farmaco de
referéncia benznidazol (Clsp 10,2 puM). Os compostos foram avaliados
frente a enzima tripanotiona redutase, porém, nenhum apresentou
atividade significativa. Em outra abordagem, foram realizados estudos
guiados pela modelagem molecular, resultando em trés modelos
farmacoforicos, os quais foram elaborados e validados teoricamente e
experimentalmente. Duas bibliotecas virtuais de compostos, uma
formada por compostos contidos in house (laboratério “Computer-Aided
Molecular Design Group”, na Universidade de Innsbruck) e outra
biblioteca adquirida comercialmente (SPECS), foram triadas nos
modelos e com o auxilio de filtros, como ancoramento molecular e
propriedades fisico-quimicas, resultaram na selecdo de 47 compostos
potencialmente ativos, dos quais, 17 se mostraram ativos nos ensaios de
inibicdo enzimatica da tripanotiona redutase. Os dois compostos mais

ativos foram 4-amino-N-(2-((5-bromo-2-((2-
fluorobenzil)oxi)benzil)amino)etil)-1,2,5-oxadiazol-3-carboxamida S21
e N-(3-etoxi-4-((1-fenil-1H-tetrazol-5-il)oxi)benzil)-2-(4-

fluorofenil)etanamina S33, os quais apresentaram Clsp 42,3 UM e Clsp
93,3 UM,  respectivamente. Esses mesmos compostos também
apresentarem acdo tripanocida e leishmanicida in vitro e serviram de



protétipo para a sintese de duas séries de analogos. Um total de 25
andlogos foram sintetizados, caracterizados e avaliados quanto a
inibicdo enzimatica frente a tripanotiona redutase, bem como tiveram
suas acOes tripanocida e leishmanicida avaliadas in vitro. Os compostos
da série anadloga ao composto S21, compostos carbamatos e acetamidas,
apresentaram inibicdo parasitaria para ambos parasitos, porém, o0s
andlogos do composto S33, compostos aminas e ésteres, ndo
demostraram resultados promissores. Para 0s cinco compostos que
demostraram maior atividade de inibicdo enzimatica, foram realizados
estudos de ancoramento molecular a fim de investigar as interagcdes no
sitio da enzima. O composto terc-butil(2-((5-bromo-2-((2-fluorobenzil)
oxi)benzil)amino)etil)carbamato (Clso 11,4 uM) demonstrou ser o mais
ativo quanto a acdo tripanocida. Assim, os resultados obtidos por ambas
as estratégias utilizadas contribuiram para a identificacdo de novos
esqueletos quimicos considerados promissores para o planejamento de
compostos antitripanossomatideos.

Palavras-chave: Tripanotiona redutase. Doenga de Chagas.
Leishmaniose. Modelagem molecular.



ABSTRACT
Despite the impressive scientific and technological advances in the last
decades, only a small number of new chemical substances have been
developed to effectively treat Chagas disease and leishmaniasis. The
objective of this research was to identify new inhibitors of the
trypanothione reductase enzyme by using classical screening strategies
in synthetic compound libraries, as well as molecular modeling tools.
Initially, a synthetic library of 42 bis-heterocyclic compounds,
previously synthesized, with similar structure of natural neolignans
(veraguensin and grandisin) was screened for trypanocidal and
leishmanicidal activity. The results contributed to identify 37 active
compounds against the parasitic growth of Trypanosoma cruzi
amastigotes. The compounds did not seem to show promising
leishmanicidal activity. The structure-activity relationship study showed
that the potency of these compounds correlates with the presence of
bulky hydrophobic groups. Derivative 3-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-((4-
(4-pentylphenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)isoxazole (ICso 12.2uM)
was the most active compound of this library, showing, in vitro, low
toxicity against THP-1 cells line and potency similar to benznidazole
(ICso 10.2 uM). The compounds were evaluated for their ability to
inhibit T. cruzi trypanothione reductase. None compound showed
significant inhibition. Trypanothione reductase inhibition was not
identified as the mechanism of action responsible for the trypanocidal
activity. In addition, guided by molecular modeling studies, three
pharmacophoric models were created, and theoretically and
experimentally validated. Two virtual libraries (one comprised
compounds available in house Computer-Aided Molecular Design
Group Laboratory, University of Innsbruck) and another commercially
acquired library (SPECS); were screened in the models with the aid of
filters, such as molecular docking and physicochemical properties,
resulting in the selection of 47 hits. The compounds were evaluated for
enzymatic inhibition of trypanothione reductase and 17 compounds
demonstrated to be active. Compounds 4-amino-N-(2-((5-bromo-2-((2-
fluorobenzyl)oxy)benzyl)amino)ethyl)-1,2,5-oxadiazole-3-carboxamide
S21 and N-(3-ethoxy-4-((1-phenyl-1H-tetrazol-5-yl)oxy)benzyl)-2-(4-
fluorophenyl)ethanamine S33 showed Clsp 42.3 pM and Clso 93.3 pM,
respectively. The two compounds showed in vitro trypanocidal and
leishmanicidal activity and they were selected as prototypes for the
synthesis of two series of analogues. A total of 25 analogues were
synthesized, characterized and evaluated for enzymatic inhibition of
trypanothione reductase. Five compounds demonstrated promising



activity as inhibitors of the trypanothione reductase enzyme and
interactions with the biding site were established by molecular docking.
The 25 analogues had their trypanocidal and leishmanicidal actions
evaluated. Compounds of the series analogous to compound S21,
carbamate and acetamides, showed some degree of activity in both
parasites, however, analogues of compound S33 did not show promising
results. The compound tert-butyl (2-((5-bromo-2-((2-
fluorobenzyl)oxy)benzyl)amino)ethyl)carbamate 94 (ICso 11.4 uM) was
the most active compound against T. cruzi, with results similar to
benznidazole. The results obtained by both strategies for hit
identification contributed to find new chemical scaffolds, which can be
considered promising to design new anti-trypanosomatid compounds.

Keywords: Trypanothione reductase. Chagas disease. Leishmaniasis.
Molecular modeling.
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HRMS: High-resolution mass spectrometry

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence

HTS: High Throughput Screening (triagem de alta produtividade)
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TCrrypo: T. Cruzi tripomastigotas
Tcama: T. cruzi amastigotas.

TcTR: tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi
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T(SHy): tripanotiona ditiol

TR: tripanotiona redutase

TsCI: cloreto de 4-toluenossulfonila
VS: triagem virtual
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APRESENTACAO

Com o intuito de facilitar a leitura e compreensdo desta tese,
alguns pontos da organizacao e realizagéo do trabalho serdo destacados.

A tese tem como tema central a investigacdo de compostos com
potencial tripanocida e leishmanicida e foi delineada a partir de
investigagdo anterior, realizada como base para o trabalho de concluséo
do Mestrado, neste mesmo Programa de Pés-graduacdo da UFSC.
Naquele trabalho foram obtidos 42 compostos, de estrutura com
similaridade estrutural as neolignanas de origem natural, veraguensina e
grandisina. Os processos de obtencdo e dados fisico-quimicos desses
compostos estdo descritos na dissertagdo "Sintese de derivados
heterociclicos com potencial atividade antitripanossomatideos” e
também no trabalho “Synthesis and SAR of new isoxazole-triazole bis-
heterocyclic compounds as analogues of natural lignans with
antiparasitic activity” (ZIMMERMANN et al., 2018). Na primeira parte
desta tese s@o apresentados 0s resultados da avaliacdo das atividades
tripanocida e leishmanicida desses compostos, obtidos posteriormente a
conclusdo do mestrado, bem como um estudo de relagdo-estrutura-
atividade com base nessa biblioteca de compostos bis-heterociclos.
Adicionalmente, foram realizados estudos de relagdo estrutura-atividade
(REA), por meio de uma parceria com o professor Dr. Eduardo B. de
Melo, do Departamento de Farmacia da Universidade Estadual do Oeste
do Parana.

Na segunda parte deste trabalho, foi realizada uma abordagem
com auxilio computacional, centrada na elaboracdo de modelos
farmacoforicos e identificacdo de estruturas quimicas potencialmente
inibidoras da enzima tripanotiona redutase, que serviram de protétipos
para sintese de derivados inibidores desta enzima, consequentemente
compostos com atividade potencialmente tripanocida e leishmanicida.
Os estudos computacionais foram realizados em um periodo de
doutorado sanduiche com apoio da Capes, no laboratério “Computer-
Aided Molecular Design Group”, na Universidade de Innsbruck, sob a
coordenacdo da Dra. Daniela Schuster. Nesse estudo, foram elaborados
e validados, teoricamente e experimentalmente, trés modelos
farmacoforicos para a enzima tripanotiona redutase. Com base nesses
modelos, foram planejados, sintetizados e caracterizados uma série de
compostos potencialmente ativos, para os quais sdo descritos, na
segunda parte deste trabalho, os processos de obtencdo e dados fisico-
guimicos, bem como uma discussdo dos resultados de atividade
biolégica.
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Os ensaios bhiolégicos apresentados no trabalho foram realizados
no Laboratdrio de Protozoologia da UFSC (MIP/CCB) sob coordenacgédo
do Prof. Dr. Mario Steindel. Os experimentos foram conduzidos pela
Dra. Milene Hoehr de Moraes e com participacdo da doutoranda em
algumas etapas dos experimentos.

Na introdugdo ao tema, o planejamento racional de farmacos,
bem como o estado da farmacoterapia das doencas de Chagas e
Leishmanioses sdo abordados de forma sucinta. Os espectros de RMN
IH e 13C dos compostos obtidos, discutidos em Resultados e discusséo,
sdo apresentados em um apéndice.
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1INTRODUCAO

O processo de pesquisa e desenvolvimento de farmacos é
complexo, de longa duracdo (cerca de 12-15 anos) e oneroso (no
minimo 1 bilhdo de ddlares). A criagio de um projeto de
desenvolvimento de um farmaco é motivada pelo fato de que existem
doencas ou condicfes clinicas que ndo possuem tratamento adequados
disponiveis (HUGHES et al., 2011; PATRICK, 2017). Avangos
significativos ligados a inovac@es cientificas, envolvendo a quimica e
biologia, levaram a uma melhor compreensdo do mecanismo fisioldgico
dos organismos vivos a nivel celular e molecular. Desenvolvimentos
significativos nas técnicas de sintese orgénica, analitica, purificacéo,
ensaios bioldgicos, ciéncia gendmica e sistemas artificiais de
inteligéncia, possibilitaram o inicio de projetos de pesquisas que
objetivam o entendimento de um alvo molecular especifico e
planejamento de um inibidor seletivo e potente para 0 mesmo
(BARREIRO; FRAGA, 2015; SCHNEIDER, 2017).

Antes mesmo de Galeno (129-199 a.C.), as doencas eram tratadas
principalmente através de chas e pocdes que tinham como base o0 uso de
plantas em suas formulages. Os principios ativos responsaveis pela
atividade biologica comecaram a ser isolados a partir da primeira
metade do século XIX, fato que contribuiu para o surgimento das
indGstrias  farmacéuticas. Com a identificacdo estrutural destes
compostos naturais, varios farmacos foram obtidos (morfina, quinina,
penicilina) e surgiram andlogos estruturais com o intuito de obter
compostos mais potentes, seletivos e menos toxicos (BARREIRO;
FRAGA, 2015; DA ROSA et al.,, 2017; DREWS, 2000; KINCH,;
HOYER, 2015; WERMUTH, 2015).

A acdo molecular destes compostos no organismo, comegou a ser
ilustrada por Emil Fisher (1894) quando formulou o modelo “chave-
fechadura”, para explicar a especificidade da interacdo enzima-
substrato. Esta ideia foi adaptada, para se tentar explicar a resposta
farmacoldgica, a qual estaria relacionada com a interacdo entre as
moléculas ativas (chaves) e os bioreceptores (fechaduras) (FISCHER,
1894). O avanco da genética molecular, o desenvolvimento da
cristalografia por raio-X, da espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e de softwares na area de modelagem molecular
possibilitaram a identificacdo e melhor conhecimento do alvo molecular
(bioreceptor), assim como melhor entendimento do processo de
interacdo entre o0 alvo e o farmaco ou substratos. Desta forma, o
planejamento racional de compostos bioativos comega a ser empregado,
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utilizando ferramentas computacionais, as quais permitem a
identificacdo de moléculas com tamanho e complementaridade quimica
funcional adequadas, capazes de exercerem uma determinada atividade
biolégica (DREWS, 2000; PATRICK, 2015; VUORINEN;
SCHUSTER, 2015).

Diante dos avangos cientificos, surgiu um novo modelo de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos, o qual é dividido em duas
etapas distintas (Figura 1): (i) etapa de descoberta, que consiste na
identificagdo de um alvo molecular, identificacio e otimizacdo de um hit
e realizacdo de ensaios pré-clinicos; (ii) etapa de desenvolvimento, a
qual envolve os diferentes estagios de ensaios clinicos (Fase I, II, IlI,
IV) e o lancamento do medicamento no mercado (PAUL et al., 2010).

Figura 1: Processos de planejamento e desenvolvimento racional de farmacos,
adaptado de Paul e colaboradores, 2010.

Estudos pré-<clinicos

dentficacio e Identificagdo Otimizagdo de g y  Estudos  Registro
validagdo de alvo de um Hit molécula Nder  In vitro mvivo dinkos

Acompanhando a evolucdo cientifica da pesquisa e
desenvolvimento de farmacos, é possivel observar duas estratégias
diferentes para identificacdo de um novo farmaco. A primeira inicia com
a identificacdo de um composto farmacologicamente ativo, de origem
natural ou sintética. A partir deste protdtipo, obtém-se diferentes
andlogos estruturais, com o intuito de melhorar a atividade bioldgica,
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas e o entendimento do
mecanismo de acdo. A segunda estratégia consiste no planejamento
racional, partindo do conhecimento de um alvo molecular definido,
seguido da identificagdo de um composto especifico “hit” para este alvo
e otimizagdo do mesmo. Na busca por um composto com atividade
antitripanossomatideo, o presente trabalho, foi desenvolvido seguindo as
duas estratégias descritas acima. Porém, os topicos a serem abordados
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na fundamentacgdo tedrica serdo dispostos com base no planejamento
racional de farmacos. A seguir é apresentada uma breve revisdo da
literatura sobre a doenca de Chagas e leishmanioses, os farmacos
utilizados para tratamento destas parasitoses atualmente, os alvos
moleculares considerados importantes para 0 planejamento e
desenvolvimento de inibidores, considerando especialmente 0s
potenciais inibidores da tripanotiona redutase, em vista do foco deste
trabalho nesse alvo.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DOENCA DE CHAGAS E LEISHMANIOSE

As estratégias modernas de planejamento de farmacos antes
mesmo da selecdo e identificagdo de um alvo molecular esta
fundamentada no conhecimento da fisiopatologia da doenca e nos
estudos das vias bioquimicas. Inicialmente uma doenca é selecionada
para se estabelecer uma terapéutica seja ela tratar, prevenir ou
diagnosticar (LOMBARDINO; LOWE, 2004). As escolhas feitas pelas
industrias farmacéuticas, de modo geral, sdo com base em doencas que
dardo um maior retorno financeiro, negligenciando muitas vezes as
doencas chamadas tropicais, tais como doencas parasitarias, doenca de
Chagas (Trypanosoma cruzi) e leishmanioses (Leishmania spp.)
(FRIES; FAIRLAMB, 2003). Essas doengas representam uma ameaca
para a salde humana e para o desenvolvimento econémico, pois afetam
um elevado percentual da populacdo (WHO, 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima-
se que existam aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas infectadas
pela doenca de Chagas no mundo, principalmente entre 21 paises da
América Latina, sendo que aproximadamente 75 milhGes de pessoas
estdo sob risco de infecgdo. Nos Ultimos anos esta doenca deixou de ter
um caréater rural e passou a ter um carater urbano. Devido a mobilidade
populacional, a doenga j& foi detectada em paises como Canadé, Estados
Unidos e em 17 paises europeus. No Brasil, estima-se que
aproximadamente 1 milhdo de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi,
sendo que em torno de 25,5 milhdes de pessoas estdo sob risco de serem
infectadas (WHO, 2017).

Conhecida ha quase 110 anos, desde quando Carlos Chagas a
descreveu em 1909, a doenca de Chagas é causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Apresenta como vetor os triatomineos hematdfagos
(familia Reduviidae), insetos popularmente conhecidos como barbeiro.
A principal via de contaminacdo é durante o repasto sanguineo do
inseto, quando ocorre o contato com fezes e urina do triatomineo
contaminadas com forma infectante tripomastigota de T. cruzi. Outros
modos de transmissdo compreendem via oral, por meio de alimentos
contaminados com o parasito; transfusdo de sangue infectado,
transmissdo vertical e transplante de drgaos (OPAS, 2009). O parasito é
heteroxénico, apresenta um ciclo de vida dentro do hospedeiro e outro
dentro do vetor. Ap6s entrarem pelo orificio causado pela sucgdo, leséo
na pele ou mucosas, a forma tripomastigota infecta as células do
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hospedeiro. No interior destas, o parasito assume a forma amastigota,
multiplicando-se por divisdo binaria. Adquirem a forma tripomastigota,
rompem as células e voltam para a corrente sanguinea, podendo infectar
novos tecidos e o6rgdos. Quando um triatomineo pica o homem
infectado, os parasitos no intestino do vetor na forma tripomastigota,
transformam-se em epimastigota, multiplicam-se e se diferenciam
novamente na forma tripomastigota, podendo via repasto sanguineo
infectar o homem, fechando o ciclo (ARGOLDO et al., 2008; LEWIS et
al., 2018).

Depois da infecgdo, hd uma fase aguda inicial que dura cerca de
dois meses. Nesta fase, existe uma alta parasitemia detectavel no
sangue, mas na maioria dos casos 0s sintomas estdo ausentes ou se
apresentam de forma leve (lesdo cutanea ou uma palpebra inchada, sinal
de Romanfa) (DIAS, 2004). Uma fase indeterminada precede a fase
crbnica, com auséncia de anomalias em certos 6rgdos. A fase crbnica
pode manifestar-se anos depois da infeccdo e suas consequéncias sdo
graves devido a multiplicacdo do parasito principalmente no coracéo e
nos masculos digestivos. Cerca de 30% dos pacientes sofrem de
distarbios cardiacos e até 10% apresentam distdrbios digestivos e/ou
neurolégicos (BRASIL, 2017; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010;
WHO, 2017).

Os dois farmacos antiparasitarios, benznidazol (1) e nifurtimox
(2) (figura 2), utilizados para o tratamento de doenca de Chagas
apresentam quase 100% de eficécia na cura da infeccéo pelo T. cruzi se
administrados no inicio da fase aguda da doenca. Porém, a eficacia do
tratamento diminui ao longo do processo evolutivo da infecgéo,
deixando esses pacientes sem uma terapia eficaz (WHO, 2017). No
Brasil, apenas o benznidazol é utilizado como terapia para a doenga de
Chagas (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010). O tratamento também &
indicado para criangas, em caso de transmissdo congénita (MURCIA et
al., 2013). Em casos em que a medicacdo servird como prevencdo da
transmissdo da doenga, 0 uso da medicacdo deve ser avaliado, visto que
0 tratamento é longo, cerca de trés a oito semanas, e com possibilidade
de efeitos adversos bastante frequentes (40% dos pacientes tratados).
Devido a inexisténcia de vacinas para doenca de Chagas, o controle dos
vetores e da qualidade laboratorial em bancos de sangue tem sido a
forma de prevencdo da doenga na América Latina (SAEZ-ALQUEZAR
etal., 2015; WHO, 2017).
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Figura 2: Estrutura quimica dos farmacos antiparasitarios benznidazol (1) e

nifurtimox (2).
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A leishmaniose trata-se de um grupo de doencas causada por um
parasito protozoario de mais de 20 espécies de Leishmania. A
transmissdo do parasito pode ocorrer pela picada de 90 espécies de
flebétomos fémeas infectadas. Apds a infeccdo, formas promastigotas
sdo fagocitadas por macrdfagos e dentro dessas células se transformam
em amastigotas e multiplicam-se. Os parasitos podem se alojr em 6rgédos
ou permanecer na pele caracterizando as trés formas principais da
doenca: leishmaniose visceral (também conhecido como kala-azar), € a
forma mais grave da doenca, sendo fatal em cerca de 95% dos casos nao
tratados; leishmaniose cuténea, considerada a mais comum causando
lesbes na pele; e leis