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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é uma doenca considerada tropical negligenciada, causada
pelo protozoario Tripanossoma cruzi (T. cruzi) e geralmente se manifesta em regides
mais vulneraveis e subdesenvolvidas, a exemplo do Brasil. O tratamento
quimioterapico da DC é baseado em dois principais farmacos: o benznidazol (Bz), que
muitas vezes é suspenso em decorréncia dos graves efeitos adversos e sua baixa
eficiéncia na fase crénica e o nifurtimox(Nfx) que atualmente esta em desuso no Brasil.
Nesse sentido, a busca de farmacos mais efetivos do ponto de vista terapéutico e que
apresentem menores efeitos adversos se torna uma necessidade. Assim, as
tiossemicarbazonas (TSCs) se apresentam como compostos interessantes no estudo
de potenciais candidatos para o tratamento da DC. Neste trabalho, foi escolhido como
alvo biolégico a enzima cruzaina, principal protease do T. cruzi, que esta relacionada
ao seu desenvolvimento, nutrigdo, invasao de células do hospedeiro, como antigeno
imunodominante e ativagdo de caspases para morte celular programada,
sendo considerada fundamental para a sua sobrevivéncia. Para isso,16 compostos de
TSCs, ja sintetizados e previamente publicados foram submetidas a analises de
modelagem molecular in silico e a testes fenotipicos quanto a atividade tripanocida e
citotéxica. Todas os compostos apresentaram ICso menores que 0,800uM na inibicao
da cruzaina, com destaque para os compostos H7, H10 e H11 (ICs0 0,306, 0,512 e
0,412 pM respectivamente), os quais também, obtiveram maior perfil inibitério avaliado
pela docagem, devido a presenca do anel benzénico adicional, que favorece o
aumento da lipofilicidade, aumento da atividade metabdlica e do perfil farmacocinético,
caracteristico dos inibidores da cruzaina. Da mesma forma, esses compostos H7, H10
e H11 foram os mais ativo na inibigao do T. cruzi com valores de ICso de 1,96, 2,85 e
2,15 uM respectivamente. Os dados de modelagem molecular foram comparados aos
experimentos in vitro, sendo a funcao ChemPLP representativa para o conjunto de
dados tanto da cinética enzimatica (R?= 0,9805) quanto dos ensaios fenotipicos (R?=
0,6418). Além disto, os compostos mais ativos na inibicdo enzimatica também tiveram
maior atividade tripanocida, validando a hipotese de que 0 mecanismo possa estar
relacionado a inibicdo da enzima cruzaina. Nos ensaios farmacocinéticos e previsao
farmacodinamica, as TSCs tiveram resultados similares aos farmacos de referéncia
(Bz e Nfx) e, com excecdo dos compostos H3 e H15, todas demonstraram bons perfis
de segurangca em células de fibroblatos (HFF-1); De forma geral, as TSCs
apresentaram atividade in silico e in vitro promissora contra o T. cruzi e podem ser
considerados prototipos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos com
propriedades antiparasitarias.

Palavras chaves: Doenca de chagas, Tiossemicarbazonas, Docagem molecular,
ADMET, T. cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease (CD) is considered a neglected tropical disease, caused by the
protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi), and usually manifests in more vulnerable and
underdeveloped regions, such as Brazil. The chemotherapeutic treatment of CD is
based on two main drugs: benznidazole (Bz), which is often suspended due to its
serious adverse effects and low efficiency in the chronic phase, and nifurtimox (Nfx),
which is currently out of use in Brazil. In this sense, the search for more effective drugs
from the therapeutic point of view and that present fewer adverse effect becomes a
necessity. Thus, thiosemicarbazones (TSCs) present themselves as interesting
compounds in the study of potential candidates for the treatment of CD. In this work,
we chose as biological target the enzyme cruzain, the main protease of T. cruzi, which
is related to its development, nutrition, invasion of host cells, as an immunodominant
antigen and activation of caspases for programmed cell death, being considered
fundamental for its survival. To this end,16 previously synthesized and published
compounds of TSCs were subjected to in silico molecular modeling analysis and
phenotypic tests for trypanocide and cytotoxic activity. All molecules showed |Cso lower
than 0.800uM in the inhibition of cruzain, especially compounds H7, H10 and H11 (ICso0
0.306, 0.512 and 0.412 uM respectively), which also obtained a higher inhibitory profile
evaluated by docking, due to the presence of the additional benzene ring, which favors
the increased lipophilicity, increased metabolic activity and pharmacokinetic profile,
characteristic of cruzain inhibitors. Similarly, these compounds H7, H10 and H11 were
the most active in inhibiting T. cruzi with 1Cso values of 1.96, 2.85 and 2.15 yM
respectively. The molecular modeling data were compared to the in vitro experiments,
and the ChemPLP function was representative for the data set of both enzyme kinetics
(R?= 0.9805) and phenotypic assays (R?= 0.6418). Moreover, the compounds more
active in enzyme inhibition also had higher trypanocidal activity, validating the
hypothesis that the mechanism may be related to cruzain enzyme inhibition. In
pharmacokinetic assays and pharmacodynamic prediction, the TSCs had similar
results to the reference drugs (Bz and Nfx) and, except for compounds H3 and H15,
all showed good safety profiles in fibroblast cells (HFF-1); Overall, the TSCs showed
promising in silico and in vitro activity against T. cruzi and can be considered molecular
prototypes for the development of new antiparasitic drugs.

Key words: Chagas disease, thiosemicarbazones, molecular docking, ADMET, T.
cruzi.
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1. INTRODUGCAO

E notavel que a globalizacdo e o desenvolvimento tecnoldgico trouxeram
diversos meios que dao um novo norteamento ao modo de viver do homem moderno,
com novos sentidos, novas ressignificagdes e novas interpreta¢cées no que concerne
a saberes e conhecimento. Nesse sentido, a modernizagado das cidades nos trouxe
um advento de inumeras facilidades e melhores condicbes de vida, bem como o
desenvolvimento de metodologias praticas no que se refere a saude humana. Apesar
disso, as doencas endémicas ainda coexistem entre nés, sendo pauta importantes em
agdes no que se refere a saude global (ANTUNES, BUSATO, LUTINSKI, 2021).

Neste contexto surgem as doencgas tropicais negligenciadas, caracterizadas
como um conjunto de doengas ocasionadas por parasitas e agentes infecciosos, que
atingem principalmente os paises e regides localizados nos tropicos como a Africa,
Asia e América Latina (Figura 1). Estas doencgas apresentam alto grau de mortalidade,
e, na maioria das vezes incapacitam ou estigmatizam o paciente, interferindo
diretamente na sua qualidade de vida, principalmente dos mais pobres. Estima-se,
que mais de um bilhdo de pessoas em todo o0 mundo esteja contaminada com algum
tipo de doenga negligenciada (DN) (RIBEIRO et al., 2022).

Figura 1: Numeros de DNs pelo mundo.

] 1deanca [ 4 doangas
[ 2 doengas O 5 doancas
B 2 coengas [ & doengas

Fonte: Adaptada de SILVA (2018).
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Sao exemplos de DNs, a tuberculose, a dengue, a leishmaniose e a doenga de
Chagas (DC). Em relagao a DC, estima-se que haja cerca de 12 milhdes de pessoas
contaminadas em todo o mundo e cerca de 1.156.821 apenas no Brasil, sendo que
esse numero pode ser muito maior devido as subnotificagbes (OLIVEIRA, 2019).
Regides como o norte de Minas Gerais, vale do Jequitinhonha e regides norte e
nordeste sdo consideradas endémicas para DC (BRITO et al.,2021; FERREIRA et al.,
2018).

Apesar de todo o impacto social, as discussdes acerca da DC ainda se mostram
incipientes quando somadas a falta de iniciativas tanto privadas como publicas,
principalmente no que se refere ao desenvolvimento de farmacos mais eficazes e com
menos efeitos adversos. Além da falta de um tratamento eficaz, os paises enfrentam
problemas decorrentes do surgimento de novos vetores e do aumento de casos
decorrentes da transfusdo sanguinea, inferindo a necessidade de desenvolvimento de
novas moléculas cuja agao seja substancial na inibicdo do Trypanossoma cruzi (T.
cruzi) protozoario causador da DC (FILHO, 2017).

A DC foi descrita pela primeira vez ha mais de um século pelo médico e
pesquisador Carlos Chagas, que descreveu a origem, o ciclo e a morfologia, bem
como seu principal causador, o protozoario T. cruzi (DIAS et al., 2016), cujo vetor é o
inseto triatomineo, hematofago (que se alimentam de sangue), também conhecido
como “barbeiro” (SILVA, AVIZ, MONTEIRO, 2020).

O tratamento da DC ¢ limitado ao uso de dois farmacos, introduzidos entre os
anos 1960-1970: o nifurtimox (Nfx) e o benznidazol (Bz) (Figura 2).

Figura 2: Farmacos utilizados no tratamento da DC.

k! TN NS
N\l/N O2NIQ—>\'7 | =0
NO, 0

Benznidazol Nifurtimox

Contudo, o uso destes dois farmacos é limitado em virtude dos seus efeitos
adversos. Com o uso do Bz, cerca de 30% a 80% dos pacientes apresentam reagdes
de hipersensibilidade, polineurite, depressdo da medula déssea, formigamento,

erupgdes cutaneas, fraqueza muscular, entre outras; desses, em média 30%
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suspendem o tratamento. Além disso, este farmaco ndo é recomendado para
mulheres gravidas, devido as evidéncias teratogénicas de seu mecanismo de agao
(PONTES et al., 2010; DIAS et al., 2016). Ja ao Nfx possui efeitos adversos similares
ao Bz, mas com agravamentos no sistema digestivo, perda de peso e acometimento
de efeitos psiquicos (DIAS et al., 2016), além de efeitos genotdxicos, o que acarretou
seu desuso em varios paises, incluindo o Brasil (DAVANCO, 2015).

Portanto, apesar de ambos terem mostrado eficacia relevante no tratamento,
sdo utilizados com cautela, devido a seus inumeros e graves efeitos adversos
(ANDRICOPOULO; FERREIRA, 2020), fazendo com que novas pesquisas € novos
alvos sejam estudados, de forma a desenvolver farmacos mais assertivos e menos
téxicos.

Nesse contexto, alvos bastante conhecidos e validados para o tratamento da
DC sao as proteases. A cruzaina (E.C 3.4.22.51) é a principal cisteino-protease de T.
cruzi e esta entre os alvos mais explorados no desenvolvimento de candidatos a novos
farmacos para a DC. A cruzaina é expressa durante todo ciclo de vida do parasita,
sendo importante para o desenvolvimento, sobrevivéncia e diferenciagdo do
protozoario, além de ser responsavel por sua nutricdo, evasao do sistema imune e
invasao de novos tecidos (SAJID et al., 2011).

Estudos bioquimicos e farmacolégicos, demonstraram a habilidade de
inibidores da cruzaina em reduzir significativamente a carga parasitaria em diversos
modelos in vivo da doenga. Adicionalmente, estudos de biologia molecular tém
demonstrado que parasitas geneticamente modificados para expressar niveis
reduzidos da enzima perdem sua capacidade de invadir as células do hospedeiro
(NASCIMENTO, 2022; FERREIRA et al., 2014).

Como potenciais candidatos a farmacos no tratamento da DC surgem as
tiossemicarbazonas (TSCs) (Figura 3), com diversas atividades terapéuticas como:
antibacterianas, antifungicas, antidiabético, antitumoral, antiproliferativo, anticancer,
anticorrosédo e anti-inflamatério (MENDES, 2019; PRAJAPATI, PATEL, 2019).
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Figura 3: Estrutura geral das TSCs.
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Legenda: R1, Rz, Rs, R4 = H, alquil, aril

As TSCs sao uma classe de ligantes doadores de nitrogénio e enxofre. Sua
funcionalidade, diversidade estrutural e aplicagdes biologicas as tornam excelentes
candidatas ao desenvolvimento de farmacos anti-chagasicos (PRAJAPATI, PATEL,
2019), apresentando resultados promissores e nao citotoxicos para células de
mamiferos quanto a inibicdo da cruzaina (KANSO et al., 2021; JAWARI et al., 2022;
DEVI, KUMAR, TAXAK, 2022; GABER, 2021).

Nesse sentido, a pesquisa e o desenvolvimento (P&D) de novos farmacos
envolvem, além do conhecimento de diferentes areas, como biologia e quimica, que
vao desde simples identificacdo, conhecimento de atividade bioldgica e mecanismo
de acao (OLIVEIRA, 2019), custos elevados e tempos operacionais longos, podendo
variar entre 10 a 14 anos, e ainda assim, muitos sdo abandonados ou descartados
devido a problemas relacionados a sua farmacocinética, farmacodinamica e
toxicidade (GONCALVES, 2011; VIEGAS-JUNIOR, 2007).

Diante do exposto, o presente trabalho envolve o estudo in silico de uma série
de TSCs como potenciais candidatos frente a inibicdo da cruzaina, para os quais
foram investigados o perfil farmacocinético, o perfil toxicolégico e a docagem
molecular (do inglés molecular docking) associada ao desenvolvimento de modelos
farmacoforicos para a identificagcdo das caracteristicas estruturais essenciais para o
estabelecimento de interagcdes intermoleculares com a cruzaina. Além destes, foram
realizados experimentos in vitro envolvendo a cinética enzimatica, ensaios fenotipicos

e avaliacao da citotéxicidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar os aspectos farmacocinéticos, farmacodinamicos, a toxicidade

(in silico) e atividade tripanocida de uma série de TSCs.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar as propriedades farmacocinéticas (Absorgcdo, Distribuigao
Metabolismo e Excrecdo - ADME) e toxicidade por meio de estudos in silico;

e Realizar estudos de cinética enzimatica para avaliar o perfil inibitério da série
de TSCs frente a enzima cruzaina;

e Realizar estudos de docagem molecular para compreender as interagdes
intermoleculares relevantes na inibigcdo enzimatica;

e Investigar o perfil citotoxico da série de TSCs utilizando fibroblastos humanos;

e Avaliar o perfil tripanocida da série de TSCs utilizando ensaios fenotipicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A doencga de Chagas

A decorréncia das DNs diz respeito as desigualdades sociais e a falta de
proposi¢cao de novos tratamentos. A industria farmacéutica tem pouco ou nenhum
interesse no desenvolvimento de novos tratamentos por motivos comerciais, visto o
publico dessas doengas serem de baixa renda e a maioria encontrar-se em paises
subdesenvolvidos (SILVA et al., 2021).

Diversas medidas tém sido tomadas para minimizar a incidéncia das DNs em
todo o mundo. Dentre elas estdo aquelas relacionadas a criagao de politicas publicas
que melhorem as condi¢des basicas nas regides mais vulneraveis, como o0 acesso a
agua potavel, ao esgoto e ao saneamento basico, 0 acesso a educagao e o combate
aos fatores responsaveis pelo surgimento da doenga (BISELLI et al., 2022; WHO,
2013).

Neste panorama, doengas como Zika, Dengue, Febre Amarela, Chagas, Raiva,
Leishmaniose e Chikungunya se agravam e debilitam inumeras pessoas ano a ano
em paises da América Latina e na Africa por exemplo (HOMMA, FREIRE, POSSAS,
2020), sendo que atualmente a DC é a que mais mata entre as doencgas infecto
parasitarias e atinge principalmente pessoas acima dos 45 anos, em que se destacam
as complicagdes relacionadas a fase crénica da doenga (ARAUJO; SABROZA; SILVA,
2017).

Estima-se que cerca de 70 milhdes de pessoas estejam em risco iminente de
contaminagao pela DC e especula-se que anualmente mais de 12.000 pessoas vao a
obito devido as complicagdes derivadas da doenga. Mesmo sendo mais presente em
paises da América latina, diversos paises desenvolvidos passaram a monitorar a
doencga em virtude dos fendbmenos da globalizagao, que aumenta fortemente os fluxos
migratorios em todo o mundo (PERES et al., 2018). Esses influxos séo responsaveis
pela disseminacéo principalmente em regides da Europa, Oceania e Asia (OLIVEIRA,
2020).

Se comparado a outras doencas, no Brasil a DC manteve cerca de 52.000
mortes entre os anos de 2007 e 2017, representando uma média de 4.000 mortes por

ano advindas principalmente de complicacbes cardiacas, superando a média de
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Obitos atribuidos a tuberculose e a hepatites virais (4.616 e 2.815 respectivamente)
(Figura 4) (BRASIL, 2020).

Figura 4: Numeros de Obitos da DC comparadas com outras doengas infecciosas e
parasitarias em que o0 eixo X representa 0os anos e eixo y a média de mortes notificadas

segundo Ministério da Saude.
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Fonte: BRASIL, 2020.

O modo de transmissao da DC acontece de acordo com a regido afetada. Nas
regides endémicas a principal forma de transmissao ocorre por intermédio de insetos
vetores triatomineos que através das fezes espalham a forma Tripomastigota
metaciclica ocasionando a infecgdo no hospedeiro (Figura 5) (DUARTE-SILVA, et al.,
2020). Em regides nao endémicas a transfusdo de sangue é a forma que mais
contribui para o exacerbamento da doenca. Somado a isso, a penuria ambiental, as
mudangas climaticas, o agronegoécio e a precariedade do sistema de saneamento
basico em determinadas regides aumentam a transmissao do T. cruzi (DIAS et al.,
2015).
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Figura 5: Ciclo de vida do protozoario T. cruzi.

ESTAGIO TRIATOMINEO ESTAGIO HUMANO

TRIPOMASTIGOTA METACICLICO

AMASTIGOTA

@ EPIMASTIGOTA

TRIPOMASTIGOTA

Fonte: Adaptada de DUARTE-SILVA et al., 2020.

Ao se observar o ciclo do protozoario (Figura 5), a forma tripomastigota
metaciclica (1) presente nas fezes do triatomineo, entra no organismo humano através
de mucosas, membranas, mordidas e/ou agressao mecanica, onde se convertem na
forma amastigota (2) que se multiplicam dentro da célula. Essa forma amastigota,
entdo se transforma em tripomastigota (3) causando a lise da célula dentro da corrente
sanguinea. A partir disto, os insetos Triatomineos (4) sdo infectados ao picar
mamiferos contaminados com a forma Tripomastigota que no intestino do inseto se
transforma em Epimastigota (5), onde novamente se transforma em tripomastigota
metaciclica (6), que é liberado nas fezes do inseto reiniciando novamente o ciclo.

O barbeiro (Figura 6) é considerado um dos principais vetores do T. cruzi.
Entretanto, com o combate e a¢des dinamizadas a este vetor, e consequentemente
com o aumento da populagdo, mudancas sociais, higienizacdo e melhorias sanitarias,

fizeram com que outros vetores passassem a ganhar importancia e inferir diretamente
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na propagacdo da doenca. No Brasil destacam-se espécies como:. T.
pseudomaculata, T. rubrovaria, R. neglectus, R. nasutus, P. lutzi, P. geniculatus, entre
outras (GALVAOQO, 2014).

Figura 6: Principais vetores do T. cruzi na ordem correspondente: (A) triatoma infestans (B)

Rhodnius prolixus (C) Triatoma dimidiata.

Fonte: Adaptada de GUERRA (2019).

O T. cruzi apresenta uma familia diversa e complexa com mais de 130
espécies (GUARNERI; LORENZO, 2017) sendo o homem um de seus principais
hospedeiros. E importante esclarecer que o parasita ndo irrompe a pele ou tecido
intacto, pois suas principais vias de contaminag¢ao sdo as mucosas, lesdes e ulceras.
A facilidade em adquirir potencialidade de infecgcao do parasita esta diretamente ligada
ao sucesso de adaptacado e desenvolvimento intestinal da cepa em relagdo as
particularidades de cada vetor e ao ambiente habitavel (AZAMBUJA; GARCIA, 2017).

Em solo brasileiro, houve uma tendéncia heterogénea na distribuicdo da DC
entre os anos de 2001 e 2018 com aumento significativo de casos no estado do Para,
principalmente em microrregides como Furo de Breves onde a taxa de incidéncia foi
de 170,78 casos em cada 100.000 habitantes. Em 2014, em movimento similar,
regides do estado do Acre registraram média de 44,75 casos em cada 100.000
habitantes. Contudo, zonas antes consideradas endémicas tiveram redugdo no
numero de notificagcdo, a exemplo do estado da Bahia, Rio grande do Norte, Piaui e
Pernambuco (Figura 7) (SANTOS et al., 2020; BRASIL, 2020).
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Figura 7: Incidéncia de DC por estado no periodo de 2001 a 2018.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al., (2020).

A mesma pesquisa enfatiza o niumero alarmante de vetores encontrados tanto
dentro, quanto nas adjacéncias dos domicilios (Figura 8), denotando a necessidade

de uma resposta assertiva no que se refere a acdes de combate a vetores.
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Figura 8: Municipios com ocorréncias de Triatomineos.

" INTRADOMICILIO PERIDOMICILIO

B Municipios com encontro 08 MAMINECS B Muricipios com encantro de triatomineos

Fonte: Adaptada de Brasil (2020).

A DC envolve comumente duas fases: a aguda e a crbénica. A fase aguda é
considerada leve e a pessoa infectada pode ser assintomatica ou apresentar sinais
moderados, como febre prolongada, dor de cabeca, fraqueza intensa e inchago no
rosto e pernas. Do ponto de vista laboratorial, esta fase também é chamada de
parasitemia patente, pois o parasita é facilmente localizado por meio de exames de
sangue do paciente (BRENER, 1962). Ja a fase crdnica pode ser marcada desde
quadros assintomaticos até sintomaticos com complicagdes no sistema cardiovascular
e digestivo, causando muitas vezes lesbdes irreversiveis e até mesmo fatais
(ALEXANDRE; TESTON; ZANUSSO, 2014).

Em sintese, a situagado da DC no Brasil ainda é preocupante, principalmente
no que concerne a identificacdo da doenca, pois muitas vezes o paciente convive anos
sem desenvolver qualquer sintoma. Estudos epidemiolégicos afirmam que a DC tem
diferentes perfis clinicos: enquanto alguns sado assintomaticos, outros apresentam
cardiopatias, lesbes digestivas e disturbios neurolégicos. Entretanto, os
assintomaticos, podem desenvolver sintomatologia clinica posterior (ZINGALES,
2018), o que denota uma necessidade de um aprofundamento nas pesquisas
especialmente no que concerne ao desenvolvimento de tratamentos mais eficientes e

mais toleraveis.
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3.2 Protease cruzaina: um potencial alvo biolégico do Trypanosoma cruzi

Também chamadas de enzimas proteoliticas, as proteases sao responsaveis
pela degradacgao das ligagdes peptidicas (ligagbes covalentes), e também por ser um
dos principais mecanismos de invasao e evasdo celular no sistema imune do
hospedeiro (GUERRA, 2019; PAULI, 2016).

As proteases sado formadas por trés aminoacidos principais: a cisteina (Cys),
histidina (His) e glutamina (GIn), sendo as duas primeiras estabilizadas por ligagéo
ibnica pela glutamina (WIGGERS, 2011). No T. cruzi a protease mais conhecida e
principal via de estudos para novos agentes terapéuticos é a cruzaina e seu numero
segundo a comissao de classificagao de enzimas é EC 3.4.22.51. A cruzaina pertence
a familia Papaina, sendo sua estrutura formada por dois dominios hélices-alfa e por
fita-beta antiparalelas (Figura 9) (OLIVEIRA, 2019). A area ativa da cruzaina fica entre
os dois dominios, onde ficam residuos de aminoacidos Cys 25, His162 e Asn182,
conhecidos como a triade catalitica (Figura 10) (PAULI, 2016; AVELAR, 2014;
OLIVEIRA, 2019).

Figura 9: Estrutura 3D da protease Cruzaina (PDB ID 3KKU).
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Legenda: A imagem foi preparada no programa Discovey Studio®.



26

Figura 10: Triade catalitica da enzima cruzaina.

Legenda: A imagem foi preparada no programa Discovery Studio®.

A cruzaina foi identificada em todas as formas de vida do T. cruzi e esta
relacionada ao seu desenvolvimento e nutricdo, a invaséo de células do hospedeiro,
como antigeno imunodominante e ativacdo de caspases para morte celular
programada, sendo considerada fundamental para a sua sobrevivéncia (HERRERA-
MAYORGA, 2019; FONSECA, 2011).

Além disso, este sitio ativo da cruzaina é subdivido em 4 subsitios: S1, S2, S3
e S1’ (Figura 11). A mesma classificacéo é utilizada para caracterizar as regides dos
inibidores que interagem na regido correspondente com os subsitios da cruzaina (P1,
P2, P3, P1’) (Figura 12). Cada subsitio da cruzaina mantém caracteristicas unicas em
relacéo a sua interagao com os inibidores. O subsitio S1 é capaz de acomodar ligantes
volumosos e dependendo da substituicdo, pode aumentar a atividade inibitéria
aproximando a porcao eletrofilica ao enxofre da cisteina. Residuos de aminoacidos
capaz de ligar ao substrato P1 sado: GIn19, Gly23, Ser24, Asp161 e His162
(LAMEIRO, 2020).



Figura 11: Subsitios da enzima cruzaina, PDB /D 3KKU.
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Fonte: Adaptado Oliveira (2019).

Figura 12: Subsitios da cruzaina com seus analogos no ligante.
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Fonte: Adaptada Lameiro (2020).
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O subsitio S2 é o principal responsavel pela ligagdo entre a enzima com o

substrato e possui as estruturas Met68, Ala138, Leu160 e Gly163. Além do carater

hidrofébico, ocasionado pelos residuos mencionados, este subsitio possui em sua

extremidade o residuo Glu208 com carga negativa, que interage com grupamentos

contendo carga positiva (OLIVEIRA, 2019). E ainda, possui caracteristica acida,

confere flexibilidade e, é o principal responsavel por diferenciar a cruzaina de outras

proteases inclusive as humanas (PAULI, 2016).
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O subsitio S3 é o menos explorado nos estudos de relagao estrutura atividade (SAR
- do inglés Structure-activity relationship). Além acomodar grupos volumosos, essa
regido torna se importante, devido a sua possibilidade em modular propriedades
fisico-quimicas e biolégicas. Por fim, o subsitio S1’ além do seu carater polar,
permitindo-lhe fazer interagbes do tipo ligagbes de hidrogénio com os ligantes,
possuem a capacidade de acomodar grupos volumosos, principalmente os aromaticos
(PENA, 2022; LAMEIRO, 2020).

Nesse sentido, a facilidade da cruzaina em bloquear o ciclo de vida do parasita
T. cruzi € um dos fatores que justificam seu uso como alvo nas pesquisas. Além disso,
sua capacidade e importancia foi validada em pesquisas tanto in silico quanto in vitro
para o desenvolvimento de protétipos para o tratamento da DC (SAJID et al.,2011).

Diversas classes de compostos organicos foram testadas e aprovadas por suas
capacidades inibitorias frente a cruzaina como pirimidinas, chalconas, triazois,
vinilsulfonas, complexo de ouro, derivados peptidicos, TSCs, entre outros (Figura
13) (REYES, 2019; ARRUDA et al., 2020; ESPINDOLA, 2015; FONSECA, 2011).

Figura 13: Classes de compostos testados com capacidade inibitéria da cruzaina.
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Entretanto, apesar de apresentarem resultados promissores, a desvantagem
toxicologica de algumas moléculas resultou na necessidade de pesquisa e testes mais
aprimorados em relagdo a cruzaina. E o caso por exemplo da vinilsulfona K777, que
apresentou uma potente inibicdo da cruzaina no T. cruzi, mas mostrou um baixo perfil
de seguranga em camundongos e caninos (FERREIRA, 2019; HERRERA-
MAYORGA, 2019).

Além disso, grande parte desses compostos sao suscetiveis a hidrolise, rapido
metabolismo e baixa disponibilidade, o que traz a necessidade de investigacdo de
compostos mais estaveis em meio biolégico (LAMEIRO, 2020; WIGGERS, 2011).

3.3 As técnicas in silico

Estudos afirmam que entre os anos de 1975 e 1999, os dados referentes a P&D
de novos farmacos para o tratamento da DC representaram apenas 0,9% de todos os
medicamentos produzidos e aprovados no mesmo periodo. A previsdao de
rentabilidade baixa € um dos principais fatores que impulsionam a falta de interesse
das industrias farmacéuticas na pesquisa de medicamentos em relagao a DC, uma
vez que o principal alvo sdo pessoas de baixa renda (MONTEIRO, 2019).

Desta forma, na P&D de um novo candidato a farmaco, diversas técnicas séo
utilizadas para a otimizagcdo do tempo e custos (ANDRICOPOULO; FERREIRA,
2020). Nesse sentido, técnicas de modelagem molecular alavancaram de forma
consideravel o desenvolvimento de programas estratégicos para triagem in silico, uma
ferramenta computacional que apresenta exatiddo e reprodutibilidade elevadas e
permitindo a otimizagao do tempo e dos custos operacionais, uma vez que envolvem
custos menores que os métodos convencionais. Além disto dispensam experimentos
utilizando animais (SRINIVAS et al., 2014; MAFUD et al., 2016; GONCALVES, 2011)
e se mostra uma alternativa pratica e consolidada na identificagdo de compostos com
afinidade de ligacao (LIMA, 2007).

Estas técnicas, sado capazes de gerar dados matematicos que possibilitam o
estudo das propriedades farmacoldgicas e toxicoldégicas dos compostos, além de
relacionar aspectos moleculares, parametros geométricos, eletrénicos, propriedades,
comportamentos, compostos bioativos e sua possivel atividade bioldgica
(SCANDELALI, 2021).
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Os primeiros modelos tecnoldgicos para aferir parametros relacionados a
farmacocinéticas e farmacodinamica surgiram a partir de 1961 (PAPPALARDO et al.,
2019), mas ganharam visibilidade a partir da década de 70, e seu apogeu ocorreu no
inicio do século XXI, quando os mecanismos tecnoldgicos e a vasta quantidade de
dados Dbiolégicos disponiveis foram capazes de predizer com afericdo e
compatibilidade os parametros funcionais do corpo humano (AGAMAH et al., 2020).

Nesse interim, ndo s6 os nucleos de pesquisas, mas agéncias de regulacdes
governamentais, passaram a considerar pesquisas e evidéncias cientificas a partir de
dados e predigbes tecnologicas originadas de técnicas de modelagem e simulagao
computacionais conhecidas como técnicas in silico (VICECONTI et al., 2020).

As técnicas in silico sao parametros computacionais com a finalidade de
confirmar ou gerar novos dados acerca de pesquisas, desenvolvimento de moléculas
e, de uma forma geral visar a redugao do uso de animais e aumentar a seguranca em
humanos (VICECONTI et al., 2020; ALMEIDA et al., 2010; AGAMAH et al., 2020). Sao
responsaveis por antecipar o conhecimento das propriedades farmacocinéticas e
toxicolégicas essenciais para a apresentacdo de um novo composto. De forma a
entender o que o “organismo faz com o farmaco”, sdo avaliados os processos de
absorgao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade (ADMET) (PEREIRA,
2007), além de identificar similaridade e dissimilaridades que melhor expliquem a
doenca de modo a enriquecer o escopo de analise e classificacdo de modo a aumentar
as prerrogativas no que se refere a descoberta de novas drogas (AGAMAH et al.,
2020).

Inumeras técnicas computacionais sao utilizadas nos testes in silico com a
finalidade de aprimorar e aumentar a previsao e confiabilidade dos resultados, dentre
elas tem-se as ferramentas de predicdo do metabolismo do complexo citocromo p450
e seus metabolitos, de predicdo dos aspectos cinéticos relativos ao ADMET e
ferramentas relacionadas a solubilidade, lipoficilicidade, aspectos enzimaticos, entre
outros (AGAMAH et al.,2020; KAZMI et al., 2019).

As técnicas in silico fazem uso do que comumente se chama de descritores
moleculares que s&o caracterizados por um conjunto de dados experimentais
analogos aos diferentes tipos de atividades bioldgicas com suas propriedades
quimicas e fisicas, ou seja, sdo uma representagdo simbdlica de uma estrutura
molecular na qual suas informagdes sao codificadas matematicamente (ALVES et al.,

2018). Sao bastante utilizados para a elucidacgdes dos estudos de SAR.
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Ha uma gama de softwares e plataforma on-line comercialmente disponiveis e
amplamente utilizados nas P&D de moléculas que calculam descritores moleculares
(Tabela 1). Alguns desses programas sao utilizados de forma remota (quando o
software funciona sem estar conectado a rede) e outros podem ser utilizados no

formato on line (conectado a rede - Tempo real).

Tabela 1: Ferramenta de calculo de descritores moleculares.

Software Sistema N° de Licenca Disponivel

operacional descritores

utilizado
ADMET Windows 297 Comercial http://www.simulations-
Predictor plus.com/software/adm
et-property-prediction-
gsar/.
Codessa Windows >1400 Comercial http://www.codessa-
pro.com/
Dragéo 7.0  Windows/Uni 5270 Comercial https://chm.kode-
x/Linux solutions.net/products
dragon.php.
MOE Windows/Uni >400 Comercial http://www.chemcomp.
x/Linux com/MOE-
Cheminformatics _and
QSAR.htm.
Pre-ADMET Windows 955 Comercial https://preadmet.gsarhu
b.com/
Abra Babel Windows/linu <20 Livre http://openbabel.org.
X
MOPAC Windows/linu 24 Livre http://openmopac.net/
X
EPI Suite Windows 13 Livre https://www.epa.gov/tsc

a-screening-tools.

Fonte: Adaptado de KAZMI et al., (2019).


http://www.simulations-plus.com/software/admet-property-prediction-qsar/
http://www.simulations-plus.com/software/admet-property-prediction-qsar/
http://www.simulations-plus.com/software/admet-property-prediction-qsar/
http://www.simulations-plus.com/software/admet-property-prediction-qsar/
http://www.codessa-pro.com/
http://www.codessa-pro.com/
https://chm.kode-solutions.net/pf/dragon-7-0/
https://chm.kode-solutions.net/pf/dragon-7-0/
https://chm.kode-solutions.net/pf/dragon-7-0/
https://www.chemcomp.com/Products.htm
https://www.chemcomp.com/Products.htm
https://www.chemcomp.com/Products.htm
https://www.chemcomp.com/Products.htm
https://preadmet.qsarhub.com/
https://preadmet.qsarhub.com/
https://openbabel.org/wiki/Main_Page
http://openmopac.net/
https://www.epa.gov/tsca-screening-tools.
https://www.epa.gov/tsca-screening-tools.
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O emprego de um banco de dados € uma pratica fundamental para caracterizar,
desenvolver e avaliar modelos quimicos que se assemelham tanto na estrutura quanto
na atividade de um composto dentro das técnicas in silico. Atualmente, existem mais
de 900 bancos de dados identificados e validados disponiveis, sendo que muitos deles
sdo de acesso livre, como o PubChem, Chemspider, ChemIDplus, o CompTox, entre

outros (Tabela 2).

Tabela 2: Exemplos de bases de dados gratuitas.

Base de Dados DISPONIVEL
PubChem https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/
ChEMLB https://www.ebi.ac.uk/chembl/
Chemspider http://www.chemspider.com/
Protein Data Bank https://www.rcsb.org/

Drug Bank https://go.drugbank.com/

Zinc https://zinc.docking.org/

Fonte: Adaptada: REIS, (2020).

As técnicas in silico sao divididas em duas principais abordagens: a
modelagem molecular e a modelagem de dados. Através da modelagem
molecular ¢é possivel discutir conceitos de polaridade, isomeria, aspectos
conformacionais e eletrénicos de determinados compostos. Esta abordagem utiliza
modernos programas, como Materials Modeling 2.0%, Gridmarkets®, Gold®, entre
outros, capazes de construir, visualizar, analisar, armazenar e interpretar estruturas
complexas, provenientes de diferentes reacdes quimicas, além de dar informacgdes
referentes a sua atividade biolégica (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Os principais métodos utilizados para realizar a modelagem molecular é a
triagem virtual e a docagem molecular. A primeira se caracteriza como uma técnica
de bioinformatica baseada no reconhecimento molecular de uma molécula por um
determinado receptor, associando uma base ampla de enzimas e proteinas. Inicia-se
pela triagem de fragmentos, modelagem computacional e informagdes obtidas de
literatura com alterndncia entre hipéteses indutivas e dedutivas, que finalizam na
identificacdo de compostos quimicos com atividade bioldgica, seguidas da escolha do

composto lider (composto quimico com maiores perfis de acoplamento com o


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/chembl/
http://www.chemspider.com/
https://www.rcsb.org/
https://go.drugbank.com/
https://zinc.docking.org/
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receptor). Logo em seguida a estrutura quimica deste composto é utilizada para novas
modificagdes estruturais na tentativa de buscar novos compostos com o maximo de
beneficios terapéuticos e o minimo de danos toxicos (MAK; PICHIKA, 2019). A triagem
€ bastante utilizada como pratica que antecede os calculos de docagem molecular
(SILVEIRA, 2023), caracterizada como uma técnica que verifica e analisa as
interacdes que podem ocorrer entre um ligante e um receptor da forma mais estavel
possivel. Além disso, sdo parametros basicos para elucidar os estudos de SAR, os
estudos quantitativos da relagdo estrutura atividade (QSAR - do inglés Quantitative
Structure-Activity  Relationship) e os estudos que relacionam analises
farmacocinéticas com a fisiologia (PBPK, do inglés Physiologically Based
Pharmacokinetics) (KISHIMA, 2021; OLIVEIRA, 2019).

Outra técnica muito util para a P&D de farmacos é a modificagdo molecular ou
bioisosterimo. Esta técnica, considerada de sucesso para o langamento de novos
prototipos no mercado, € utilizada na sintese de novas moléculas e consiste na troca
de grupamento ou subunidades estruturais que apresentam caracteristicas fisicas,
quimicas, cinéticas e dinamicas semelhantes que resultem na capacidade de melhorar
a funcao bioldégica como agonista ou antagonista e até mesmo de diminuir os efeitos
téxicos e inapropriados (JAYASHREE, NIKHIL, PAUL, 2022). O software MB-Isoster
€ um exemplo de programa computacional capaz de buscar por novas moléculas a

partir de modificagdes bioisostéricas em um composto lider (ELIAS, 2018).

3.3.1 Docagem molecular

O desenvolvimento de medicamentos baseados em computador (CADD - do
inglés computer-based drug design) é capaz de gerar uma economia de milhdes de
ddlares, tempo e recursos humanos e sao divididos em duas principais estratégias:
desenvolvimento de farmacos baseado em estruturas (SBDD, do inglés structure-
based drug design) e desenvolvimento de farmacos baseado em ligantes (LBDD, do
inglés Ligand-based drug design). Enquanto o SBDD se baseia no conhecimento
prévio dos receptores, o LBDD foca no conhecimento das estruturas e grupos
farmacoféricos dos ligantes (MATORE, ROY, SINGH, 2022).

A docagem é uma das principais estratégias do planejamento de farmacos

baseado na estrutura do receptor (SBDD), quando a estrutura do alvo é conhecida, e
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consiste na predigcdo bioativa de uma molécula (ligante) no sitio ativo de uma
macromolécula (receptor) (JUNIOR, 2021; GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010).

Além disso, a docagem molecular é uma das técnicas de modelagem mais
utilizadas para elucidar aspectos e caracteristicas referentes a energia presente na
interacdo ligante-receptor e prever a preferéncia molecular na ligagdo com
determinado alvo. Além disso, essa técnica abre caminho para importantes estudos
que relacionam a estrutura atividade dos compostos testados (KISHIMA, 2021;
OLIVEIRA, 2016; CERA; PANCOTE, 2004).

As interagdes moleculares geradas pelo docagem apresentam a afinidade que
grupos de moléculas possuem em relagdo a receptores e enzimas bioldgicas,
(interacao ligante-receptor), de forma a identificar as moléculas que possuem a maior
afinidade na interacao (SILVA, 2022), de modo a relacionar os processos cataliticos,
descobrimento de novas enzimas, substratos, produtos ou inibidores que ajudem a
compor bases estratégicas no desenvolvimento racional de farmacos (REIS;
CORREIA; MOMESSO, 2016; SCANDELAI, 2021).

Dentro da modelagem molecular, a docagem, realiza suas fun¢gdes em duas
etapas basicas: /) manipulagdo posicional, conformacional e configuracionais do
ligante no alvo e, ij) através dos algoritmos da docagem, que atribuem uma nota
segundo a fungao score (pontuagdo matematica) do programa, baseado no grau de
afinidade de ligagdo (CARVALHO, 2011).

O caélculo de docagem se baseia na energia de ligagcdo molecular entre os
compostos candidatos e o alvo, ou seja, os resultados obtidos demonstram atraves
de dados computacionais valores de energia aproximados de cada ligante para com
o alvo escolhido, sendo que, quanto menor a energia para a ligagdo de determinada
molécula ao sitio alvo, maior é a probabilidade dessa molécula apresentar melhor
atividade biolégica (BARROS, 2015). Nos procedimentos convencionais, a analise e
o calculo dessa dindmica molecular € mais complexa e tem um custo computacional
maior, o que faz com que a docagem molecular aparega como uma ferramenta
importante em otimizar todo esse processo com uma ampla possibilidade de analise
e com um numero elevados de moléculas (CARVALHO, 2011).

Segundo REIS (2020), no processo de docagem, as moléculas séao
classificadas levando em consideragao a melhor configuragao ou posi¢ao na interagao
do ligante - receptor, sendo que as que apresentam as melhores poses e encaixe, e

consequentemente 0s maiores score sao as mais promissoras para 0 alvo em
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questao. Esta pontuagao € previamente estabelecida no algoritmo utilizado, que gera
uma lista decrescente de possiveis moléculas.

Atualmente existem inumeros algoritmos que fazem uma analise detalhada do
ancoramento do ligante ao alvo e s&o baseados em trés tipos: A docagem baseada
em modelos, o global e a docagem local. A primeira opgao prevé a ligagao com o alvo
baseado em estruturas de complexos semelhantes, chamados de modelos. Esse tipo
de analise é, na maioria das vezes, substituido pelo global e/ou local em virtude da
grande quantidade de modelos disponiveis nessas opgdes. Um programa que possui
algoritmos baseado nesse tipo de estudo é o GalaxyPepDock (WENG et al., 2020).

Na docagem global o algoritmo faz uma varredura em toda a superficie da
proteina para localizar o melhor encaixe. Nesse interim, pode-se citar programas
como pepATTRACT® e MDockPeP®. Na docagem local, o algoritmo faz uma selegéo
das melhores pose da ligacdo em torno do sitio de ligagao previamente definido pelo
operador. Programas como AutoDock®, Vina®, Gold® e Surflex-Dock® retratam bem
esse meétodo de analise (Tabela 3) (WENG et al., 2020; VRIES et al., 2017).

Tabela 3: Alguns programas utilizados para a realizacdo da docagem molecular.

Docagem Global Docagem Local
ZDOCK Vina
HAWDOCK Dinc
MDOCKPEP Gold
FRODOCK MdockPeP
CABS-DOCK ADCP
HPEDOCK Surflex

Fonte adaptada Weng et al., 2020.

Dentro da docagem molecular € comum também a analise de um grupo de
moléculas dentro de um sitio ativo ocupado anteriormente por outra molécula. Neste
processo as moléculas candidatas necessitam reproduzir a orientagao do ligante que
esta dentro do sitio ativo selecionado classificando-os por pontuagbes matematicas.
Quanto maior o valor da pontuacéo, melhor é a interacéo do ligante com o receptor
(MUNIZ, 2018).
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3.3.2 Modelagem farmacocinética baseada em fisiologia (PBPK)

A importancia em predizer o movimento dos farmacos em sistemas fisiolégicos
€ uma das premissas mais importantes ao se pesquisar novas moléculas. Além disso,
as técnicas in silico contribuem de forma significativa para o aprimoramento e
desenvolvimento das pesquisas principalmente no que se refere as técnicas que
predizem o movimento fisiolédgico de drogas como absorgdo, distribuicdo,
metabolismo, excrecgéo e toxicidade (ADMET). Dessa forma, o modelo PBPK utiliza
bases da matematica para relacionar as propriedades fisico-quimicas e fisioldégicas
(como gastrintestinal), com os ensaios in vitro e com os dados farmacocinéticos in vivo
de forma a simular um meio mais proximo do plasma e do tecido biologico (KISHIMA,
2021).

Sendo assim, é importante conhecer cada etapa no processo cinético dos
farmacos em meio fisioldgico, pois estes contribuem diretamente no processo de
farmacodinéamica farmacoldgica. Fatores como absorgao intestinal, permeabilidade no
sistema nervoso central (SNC), barreira hematoencefalica, volume de distribuicéo e,
hepatotoxicidade, sdo parametros que podem interferir na aprovagao ou nao de um
candidato a farmaco (LAKHERA et al., 2021).

Muitas sao as plataformas de operagcao on line, para a predicdo dos perfis

farmacocinéticos in silico ADMET, sendo algumas delas apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Exemplos de plataformas atualmente disponiveis para prever calculos in silico
ADMET.

Nome Disponivel
SwissADME® http://www.swissadme.ch/
Osiris® https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
ADMETLab® https://admetmesh.scbdd.com/
pkCSM® https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/
GastroPlus® https://www.simulations-plus.com/resource/gastroplus-

admet-predictor-module/

Algumas das fungdes utilizadas nas plataformas de calculos ADMET envolve

parametros relacionados a lipofilicidade, absorcao intestinal e risco cancerigeno. Na
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37

Tabela 5 constam alguns dos critérios especificados que inferem nas fungdes de
cinéticas fisiolégicas, necessarias ao desenvolvimento de farmacos e que séo

essenciais para os estudos in silico e in vitro.

Tabela 5: Principais fungbes pontuadas em programas de predicao farmacocinética.

Funcao Parametro

Absorgao Permeabilidade Caco-2 - Absorc¢do intestinal - Log P

Distribuicdo = Permeabilidade BBB - Volume de distribuicdo estacionario
(VDss) - Permeabilidade SNC

Metabolismo Inibidores citocromo P450 - Substrato CYP2D6/3A4

Excrecao Substrato renal OCT2 - Depuracéo total

Toxicidade Rato LD50 - Toxicidade AMES - Dose maxima tolerada
recomendada (MRTD) - Hepatotoxicidade

Fonte: Adaptada de PIRES, BLUNDELL, ASCHER, 2015.

Enquanto a docagem procura elucidar os processos relacionados aos modos
de ligacéo e as energias envolvidas no complexo ligante receptor, ferramentas como
o SwissADME®, o Swiss Institute of Bioinformatics® e o Molinspiration visam
estabelecer relagbes entre a estrutura dos compostos e sua atividade bioldgica
(MADDEN et al., 2020).

Nesse sentido, um dos parametros utilizados nesses estudos e amplamente
difundida na quimica medicinal é a regra dos cinco de Lipinski que define aspectos
relevantes sobre a farmacocinética de um composto. Sao eles:

e Massa molar <500 daltons (Da), relacionada com a facilidade em
atravessar as barreiras fisiolégicas. Valores acima de 500 Da tendem a
ter dificuldade em atravessar membranas;

e Coeficiente de particdo octanol/agua calculado (cLogP) < 5.
Corresponde a medida quantitativa da lipofilicidade de um composto);

¢ Numero de aceptores de ligagao de hidrogénio (nALH) < 10;

e Numero de grupos doadores de ligagéo de hidrogénio (nDLH) < 5. O
excesso/baixo numero de aceptores ou doadores de ligagdo de
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hidrogénio prejudica a permeabilidade através das membranas
biolégicas (LIPINSKI; MECKERROW, 2017; DIAS, 2018).

Assim, para um determinado composto a ma absorgdo e a baixa
permeabilidade € ocasionado quando a molécula possui mais de 5 doadores de
hidrogénio, mais de 10 aceptores de ligagaéo de hidrogénio, LogP maior que 5 e massa
molar maior que 500 Da (SANTOS, GONSALVES, ARAUJO, 2017). Apesar de haver
excegdes a esta regra, grande parte das pesquisas, principalmente as que se refere
ao P&D de farmacos, a utilizam nas etapas iniciais dos estudos in silico (MADDEN et
al., 2020).

Outros descritores foram inseridos a regra de Lipinski como a superficie polar
topoldgica da molécula (TPSA), que se relaciona a formagao de ligagcao de hidrogénio,
a permeabilidade da mucosa e estabilidade no trato gastrintestinal (RODRIGUES et
al., 2021).

Esses dados sdo bastante utilizados para compor os estudos de SAR, onde
através de dados matematicos sdo previstos a atividade bioldégica da molécula
(BUENO, 2013) sendo que tanto o docagem como os testes PBPK ajudam a predizer

e correlacionar os aspectos fisiolégicos dos candidatos a farmacos.

3.4 As tiossemicarbazonas

As TSCs sao constantemente citadas em pesquisas para diversos tipos de
tratamento como antibacteriano (POLO-CERON, 2019), antiviral (ARSLAN et al.,
2021), antiprotozoario (IBANEZ-ESCRIBANO et al., 2022), antifingicos (BAJAJ,
BUCHANAN, GRAPPERHAUS, 2021) e, principalmente como antitumoral (SHAKYA,
YADAV, 2020) (Figura 14), sendo comprovado seu efeito inibidor das catepsinas L e
B, responsaveis pela progressao tumoral, angiogénese e metastase (SIQUEIRA et
al.,2019). Além disto, possuem potente atividade contra a Leishmania amazonensis e
importante atividade imunomodulatérias que envolvem a resisténcia a infecgao
parasitaria (TENRAZ, 2018; SILVA, LATORRE, GALATI, 2010).

As TSCs, sdo moléculas com custo de sintese relativamente baixo e
rendimento alto e devido a sua estrutura quimica é possivel obter um grande numero
de derivados (NWEZE, MBAQOJI, LI, 2021); além disso, muitos sdo os medicamentos
a base das TSCs como metisazona (Marboran®), utilizado no tratamento da variola, a


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/angiogenesis
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3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiosemicarbazona (Triapine®) um antitumoral, e a di-
2-piridilcetona 4-ciclohexil-4-metil-3-tiosemicarbazona (DpC) esta em ensaios para o
tratamento do cancer (Figura 14) (GABER et al., 2021).

Figura 14: Exemplos de compostos a base de TSCs utilizados como medicamentos.
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Fonte: adaptada (GABER et al., 2021).

Du et al (2002), demonstraram que o} composto 3-
bromopropiofenonatiossemicarbazona (Figura 14) inibiu a enzima cruzaina com uma
ICs0 (valor da concentragdo de um inibidor necessaria para reduzir pela metade a
atividade enzimatica) de 100 nM e, até mesmo em testes in vitro conseguiu curar
celular infectadas com T. cruzi, sem apresentar efeitos toxicos em células normais.
Apos esse resultado, diversas moléculas de TSCs foram sintetizadas, e diversos
prototipos foram testados com efeitos tripanocida satisfatorios.

Foi verificado que os compostos a base de aril semicarbazonas apresentaram
um potencial de inibicdo da cruzaina menor que as TSC denotando a importancia da
funcado C=S em relacdo a C=0 das semicarbazonas, em preferéncia a ligagcdo com a
cruzaina (MARTINS et al., 2023; ESPINDOLA, 2015; AVELAR, 2014).

Essa potente acdo das TSCs frente a cruzaina, esta relacionada ao ataque
nucleofilico do residuo Cys25 ao carbono eletrofilico da tiocarbonila, seguida da
protonacdo do enxofre pelo residuo His159, originando um derivado tetraédrico.
Nesse sentido, as TSCs também s&o capazes de atuar como agentes quelantes no
sitio ativo da cruzaina, uma vez que podem existir na forma de tautdmeros, que sao
compostos com mesma formula quimica, com fungdes diferentes e em equilibrio na

mesma solugdo, que sdo capazes de ordenar metais como moléculas neutras
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bidentadas na forma de tiona, ou apds desprotonagédo, como ligantes anidnicos, na
forma de tiol. A porcao tiossemicarbazida, além de conferir a molécula esse carater
quelante, a insercido de aldeidos ou cetonas adequadas com atomos doadores, podem
tornar esses ligantes multidentados (Figura 15) (ESPINDOLA, 2015).

Figura 15: Exemplos de complexos metalicos de TSCs bidentada e tridentada.
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Fonte: Adaptada ESPINDOLA, 2015.

Caputto et al (2011), também afirma através de ensaios de docagem molecular
que o acoplamento das TSCs no sitio ativo da cruzaina é resultado de diversas
interacoes com diferentes residuos presentes no alvo como: residuos Trp 177, GIn19,
His 159 e Ser176.

Essa complexacdo de ligantes bioativos com metais sdo importantes na
quimica medicinal, uma vez que tendem a promover um aumento da atividade
biolégica, modificando os perfis farmacodinamico, farmacocinético e possibilidade de
aumento de atividades e modos de acdo (CARDOSO, 2008; GABER et al., 2021).

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e métodos utilizados nos estudos in silico

A estratégia utilizada neste trabalho foi baseada na metodologia SBDD, levando
em consideragao estudos preliminares do Grupo de Pesquisa em Quimica Medicinal
e Bioldgica — GPQuiMedBio. Dessa forma nos estudos in silicos foram baseados nos

seguintes materiais:

v" O desenho e a visualizagao bidimensional e tridimensional das moléculas foram
realizados no software ACD/ChemSketch®
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(https://acdlabs.com/resources/free-chemistry-software-apps/chemsketch-
freeware/);

v A edigéo e a otimizagao das moléculas foram realizadas utilizando o programa
Avogadro® (https://avogadro.cc/);

v' A predicdo das interagdes ligante — alvo através do mecanismo de docagem
molecular foi obtida pelo software académico Gold® - Genetic Optimisation for
Ligand Docking (https://www.ccdc.cam.ac.uk/solutions/csd-
discovery/components/gold/) (REDDY et al., 2020);

v' Para a Andlise e a visualizagdo dos resultados da docagem foi utilizado o

softwares Discovery Studio® (https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download) e Pymol® (https://pymol.org/2/);

v' Para medir os parametros farmacocinéticos e toxicolégicos dos compostos
candidatos a farmacos foi utilizado a plataforma Molinspirations®

(https://www.molinspiration.com/cqi-bin/properties) e software Osiris®

(https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/);

v' O software GraphPad Prism 9.5.1® foi utilizado para elucidar os dados de
correlagdes tedricos e experimentais através da elaboragdo do grafico de

regressao linear (hitps://www.graphpad.com/features).

4.2 Estudo in silico

Inicialmente foram desenhadas as estruturas bi e tridimensionais de 16
moléculas de TSCs (ligantes), cujo compostos foram sintetizados por colaboradores.
Para isto, foi utilizou-se o programa ACD/ChemSketch® e, em seguida as moléculas
foram submetidas ao programa Avogadro® para otimizacao e preparo para a docagem
molecular.

A estrutura da cruzaina 3KKU, escolhida para realizar esta pesquisa foi retirada
da lista de proteinas da plataforma Protein data bank (PDB). A escolha da 3KKU se
deve a sua alta resolugéo (1,28A) e ao fato de n&o apresentar ligagdo covalente com
a proteina.

Os célculos de docagem molecular foram performados pelo programa Gold®
v.2022.1, disponibilizado gratuitamente pela base de estruturas cristalinas da
Coordenagédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
(bdec.dotlib.com.br/inicio_csds/application/hermes). No total, quatro diferentes
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funcdes de pontuagcdo (ASP, ChemScore, GoldScore e ChemPLP) foram
empregadas nos calculos da interagdo enzima-substrato. Os ligantes foram tratados
como flexiveis e a estrutura da proteina como rigida. A determinag&o do sitio ativo foi
feita a partir do centro geométrico do ligante co-cristalizado, gerando uma grade
esférica de raio de 6 A. De forma a reduzir o custo computacional, as aguas
remanescentes da enzima foram excluidas. As fungdes de pontuagdo que
apresentaram os menores valores de RMSD (do inglés Root Mean Square deviation),
para a estrutura do ligante co-cristalizado foram selecionadas.

O processo de validagao do calculo aplicado, foi realizado por meio dos estudos
de re-docking, avaliando o valor de RMSD da pose do ligante co-cristalizado que
apresentou o menor valor de score e o0 seu alinhamento entre as poses geradas. A
analise e observacido dos resultados obtidos, foi realizada com auxilio do software
Discovery Studio®.

Ap0s a realizacao do docagem foram realizados os testes ADMET in silico com
as moléculas candidatas e as de referéncia, Nfx e Bz. Estes testes foram realizados

utilizando plataformas online: Osiris® e Molinspirations®.

4.3 Ensaios in vitro contra a enzima cruzaina

O substrato benzoiloxicarbonil-fenilalanina-arginina-aminometilcumarina (Z-
Phe-Arg-AMC), ao ser clivado pela cruzaina gera o grupo fluorescente 7-amino-4-
metilcumarina, possibilitando que a atividade catalitica desta enzima possa ser
medida por fluorescéncia. No monitoramento da fluorescéncia das TSCs, foram
utilizados os comprimentos de onda de 460 nm para emissdo e de 355 nm para
excitacdo. Para a realizacdo dos ensaios enzimaticos, foram utilizadas solugdes
contendo 1,0 nmol L', 5,0 ymol L-" de substrato, 5 mmol L-' de DTT, 0,01% de Triton
X-100 em um meio tamponado em pH 5,5 por uma solugdo de NaOAc 0,1 mol L. As
leituras fluorimétricas foram realizadas em placas de 96 pocos, a temperatura
constante de 30 °C, durante 300 segundos, em, e os resultados foram expressos em
ICso (PENA, 2022).
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4.4 Ensaios in vitro com o T. cruzi

Nos ensaios in vitro contra o T. cruzi foram utilizadas cepas Tulahuen lacZ, os
quais foram geneticamente modificados para expressar o gene [3-galactosidase de
Escherichia coli lacZ, que catalisa uma reagédo colorimétrica com vermelho de
clorofenol BD-galactopiranosideo (CPRG, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) como
substrato. O meio de cultura LIT (do inglés Liver Infusion Triptose), suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina, foi utilizado para cultivar
a forma epimastigota do T. cruzi. Para a obtencdo das formas tripomastigotas do T.
cruzi, foram coletadas aliquotas do sobrenadante de culturas celulares ja infectadas
(VELEZ et al., 2021; TEZUKA, 2019).

No intuito de avaliar a atividade da [3-galactosidase, também foram cultivadas
— em meio RPMI 1640 (do inglés Roswell Park Memorial Institute) sem vermelho de
fenol, suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina —
culturas de fibroblastos humanos infectados pelo parasita. Dessa forma, para a
realizacao dos ensaios foram utilizadas placas de cultura de tecidos de 96 pogos
(Becton Dickin-son), nos quais foram adicionadas 2,0 x 103 células de fibroblastos
humanos (presentes em 80 pL de meio de cultura RPMI 1640 sem vermelho de fenol)
em cada poco. A incubacao foi feita durante a noite e, no dia seguinte, foram
adicionados tripomastigotas, expressando o gene [(-galactosidase, em uma
quantidade de 1,0 x 10* (em 20 yL de meio RPMI 1640 sem vermelho de fenol) para
cada poco. Passados 24 horas, as TSCs foram adicionadas em diluicdes seriadas de
50 uL, cobrindo uma faixa de 100 a 0,1 uM. As diferentes concentragbes dos
compostos foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO), diluidas em RPMI 1640
(sem vermelho de fenol) e aplicadas em duplicata. Apés 72 h de incubagéo, foi
realizado uma inspegdo em um microscépio para assegurar o crescimento dos
controles e esterilidade das culturas. Na sequéncia, 50 yL do substrato, contendo
CPRG e Nonidet P-40 (concentracéo final de 0,1%), foram adicionados a cada um dos
pocos. Para quantificar a atividade remanescente do parasita, apds a incubagao com
as TSCs, as culturas foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro com leitor de
placas automatico, utilizando o comprimento de onda de 570 nm. O comprimento de
onda escolhido leva em consideragdo a coloragcdo amarelada dos pog¢os em que o
parasita ainda apresenta atividade B-galactosidase e, consequentemente, é capaz de
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continuar metabolizando o substrato. Os dados obtidos foram transferidos para o

software SigmaPlot® para determinagao dos valores de ICso (PAGOTTI et al., 2023).

4.5 Ensaios de Citotoxicidade em Fibroblastos Humanos HFF1

A citotoxicidade dos compostos contra a linhagem celular humana utilizada
como célula hospedeira para a determinacao da poténcia dos compostos teste contra
o T. cruzi foi avaliada pelo método MTS (sal de tetrazdlio). A linhagem celular de
fibroblastos HFF1 foi plaqueada numa concentragéo de 2 x 103 células por pogo, numa
placa de cultura de 96 pocos (TPPTM) e incubadas overnight. Em seguida, sete
concentragdes (100 — 0,1 uM) de cada composto teste foram adicionadas em triplicata
aos pogos e as placas foram incubadas por 72 h a 37 °C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% CO?. Foram adicionados 20 uL do reagente MTS (CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega) aos pogos e a placa foi
incubada por mais 4 h a 37 °C (CHAVEZ, 2017).

A absorbancia em 490 nm foi medida em espectrofotdmetro para acessar a
reducao do reagente MTS pelas células viaveis. A porcentagem de células inviaveis
foi determinada com relagao aos pogos contendo o controle negativo (DMSO 0,5%).
Pelo menos dois experimentos independentes foram realizados para cada composto
teste (TELLEZ, 2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A reacao mais simples para obtencdo de compostos de TSCs é feita a partir da
reagcao de condensagdo com aldeidos ou cetonas (Figura 16) ao qual € bastante

conhecida devido a rapidez, quimioseletividade e altos rendimentos (GROSSI, 2018).

Figura 16: Esquema reacional de sintese das TSCs via reacdo de condensacdo da
tiossemicarbazida com o aldeido correspondente.
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Fonte: Adaptado SENS et al., 2018.

As TSCs, obtidas por colaboragdo, foram testadas quanto ao seu perfil

I

quanto ao seu potencial téxico (in silico e in vitro) e quanto ao seu potencial tripanocida

(in silico e in vitro), conforme se¢des a seguir.

5.1 Testes in silicos

5.1.1 Preparagao para a docagem molecular

Nos trabalhos de modelagem molecular foram utilizadas ferramentas de
pesquisa tanto on-line quanto de uso remoto. Inicialmente, através do programa
ACD/ChemSketch® foram desenhadas as estruturas bidimensionais das 16 TSCs
(Figura 17).
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Figura 17: Série de TSCs avaliadas neste trabalho.
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Apos o desenho bidimensional das estruturas foi utilizado o programa
Avogadro®, um avangado editor de estruturas quimicas bastante versatil e capaz de
trabalhar desde longas estruturas organicas até pequenas enzimas biolégicas. Dessa
forma, foi utilizado o Avogadro® converter as moléculas em 3D, para omitir os
hidrogénios e ajustar o pH das estruturas em5,5 em fungao do pH do reservossomo
do T. cruzi, local celular onde esta a cruzaina.

Realizou-se também a otimizacdo molecular que € uma ferramenta do

Avogadro® que faz com que a molécula busque seu arranjo molecular de menor



47

energia e mais apropriado aos tipos de ligagcdes presentes (CERQUEIRA, 2016).
Dependendo do tamanho da molécula e dos tipos de ligagdes presentes, esse
processo pode durar em media de 30 a 180 segundos.

Ainda utilizando ferramentas disponiveis no Avogadro®, foi obtida a
configuracdo do campo de energia molecular de forma a ajustar as interagdes de van
der Waals, de maneira que se aproximassem ao maximo dos parametros
experimentais, e ficassem o mais proximo possivel da realidade. Assim foi utilizado o
campo de forca Merck Molecular Force Field - MMFF94, especifico para moléculas
organicas. Os calculos de MMFF9 sao divididos em sete tipos de energia que calculam
as energias parciais de diferentes interacées dentro da molécula, sendo o resultado
da energia a soma da energia total de cada tipo dada na unidade kcal/mol. Esse
parametro € necessario para que otimizacao da estrutura molecular corresponda a um
estado de baixa energia, representando os sistemas quimicos conforme sé&o
encontrados na natureza (JASZ et al., 2019).

Somado a isto, tem se que, o campo de forca MMFF94 é parametrizado para
atuar em mais de 20 familias quimicas e abrange muitas combina¢cées moleculares
através de calculos matematicos e computacionais ab initio (2800 estruturas), além
de aplicar recursos tecnoldgicos na otimizagcdo de polarizabilidade e distribuicdo de
cargas; interacoes eletrostaticas e dielétricas. O referido campo de forca abrange
praticamente todos os espagos quimicos constituidos pelos seguintes atomos: H, C,
N, O, S, P, F, Cl, Br, |, Fe, Li, Na, K, Zn, Ca, Cu e Mg (RABELLO, 2016).

5.1.2 Re-docking molecular

O software Gold® utiliza um algoritmo genético, baseado em operadores de
evolucdo Darwiniano, como mutagdes e recombinacgdes, que permite 0 ancoramento
do ligante com a proteina rigida ou parcialmente flexivel, buscando a melhor
conformacado, posicdo e orientagbes otimizadas do complexo, classificadas em
fungdes de pontuagdo. Os resultados da docagem utilizando o Gold® sao fornecidos
em funcdes de pontuacao e baseadas em 4 fungdes disponivel no préprio software:
GoldScore, ChemScore, ASP e ChemPLP (SAPUNDZHI; PRODANOVA;
LAZAROVA, 2019).

A pontuagao GoldScore utiliza diversos parametros, entre eles os relacionados
as interacdes ligante-receptor como as ligagcdes de hidrogénio e as interagdes de van
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der Waals, além da energia interna do ligante (van der Waals e torcionais). A fungao
ASP relaciona a fungao potencial atomo-atomo baseado em um banco de dados que
correlaciona a frequéncia de interagdes ligante - proteina, cujo calculo se baseia em
um estado de referéncia em que o ligante se encontra livre de interagdes. Ja a fungao
ChemScore, parametriza a energia total livre no sistema do complexo ligante-proteina.
Por fim a fungdo ChemPLP utiliza um algoritmo Piecewise Linear Potential, que
relaciona as caracteristicas estéreas do ligante e proteina, com os calculos da
distancia e angulos das ligagdes hidrogénica e metalicas, que se somam ao resultado
final, sendo considerado bastante semelhante ao ChemScore (CHACHULSKI,
WINDSHUGEL, 2020; SPIEGEL; SENDEROWITZ, 2022; PIROLLA, 2018; NEVES,
2015).

No que se refere a rigidez do ligante e do receptor, existem trés tipos de
docagem: docagem com ligantes e receptores rigidos, docagem com ligantes flexiveis
e receptor rigido e docagem com ligantes e receptores flexiveis. Entretanto, por se
aproximar mais do meio biolégico, a docagem com ligantes e receptores flexiveis é
recomendado, uma vez que as moléculas podem alterar sua conformagéo espacial de
forma a possibilitar o melhor encaixe na ancoragem, além de ter a maior precisao e
menor custo computacional (NEVES, 2015).

Na consideragao de uma docagem bem-sucedida, foi realizado o processo de
re-docking, em que o co-ligante da molécula 3KKU, extraida do PDB, foi analisada
quanto a conformacao, posic¢ao e orientacao dentro do sitio ativo da proteina, de forma
a delimitar a fungdo de pontuacao que melhor sinaliza a interagao ligante/receptor.
Sendo assim, o ligante é retirado do seu complexo proteina-ligante e novamente é
encaixado no local. Nessa metodologia, esse ancoramento é comparado ao método
experimental e sua distancia quadratica média (RMSD) é calculada. A ligagédo é bem-
sucedida quando o valor do RMSD é menor que 2A (DAVID et al., 2022; VERDONK,
2003).

Resultados menores que 2 A indicam sucesso tanto da fungéo de pontuagdo
quanto do algoritmo de busca, sendo esses, parametros utilizados como referéncia na
realizagdo da docagem (PIROLLA, 2018; NEVES, 2015).

Os resultados do re-docking estao apresentados na Figura 18 e na Tabela 6.
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Figura 18: Resultado re-docking 3kku com seu ligante co-cristalizado.
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Legendas: - imagens obtidas via programa Discovery Studio - pontuagdo ChemPLP

Tabela 6: Pontuacao re-docking da molécula 3KKU (PDB).

Funcao Score RMSD
ChemPLP 60,1093 0,7619
GoldScore 57,1168 0,4167

ASP 35,2315 7,2593
ChemScore 26,6437 47162

Utilizando o programa Discoverys studio® toda a cadeia estrutural foi alinhada
ao seu respectivo molde e seu encaixe e ligacao foram verificados de acordo com o

estabelecido na literatura. Dessa forma, na analise do re-docking foi observado que o
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ligante se encaixa perfeitamente no receptor, ndo sendo observavel qualquer desvio
ou irregularidade estrutural que afete os parametros apresentados. Assim, com
ligacbes e encaixe predominantes no sitio S1° (Asp161, His162 e Trp184), os
modelos obtidos nesses resultados sao ideias para serem usados como referéncias
no referido trabalho, sendo que dentre as 4 fungdes do programa Gold®, as fungdes
ChemPLP e GoldScore (60,1093 e 57,1168 respectivamente) se mostraram ideais
para este trabalho e reproduzem melhor a orientagao do ligante co-cristalizado dentro
do sitio ativo, uma vez que apresentaram os menores niveis de variagcdo de RMSD, o
que correlaciona com os resultados descritos na literatura (FERREIRA et al., 2010).

Essa padronizacédo da técnica do re-docking nao deve ser considerada como
um todo absoluto no que se refere a variagdo do RMSD, pois devido ao alto numero
de ligagdes rotacionaveis, os valores inferiores a 2 A sdo considerados raros (AROOJ
et al., 2013).

5.1.3 Docagem das TSCs

Com o re-docking concluido, foi realizado a docagem molecular das 16
moléculas de TSCs e os resultados comparados aos parametros estabelecidos no re-
docking. No programa Gold® foi retirado o ligante cristalizado bem como as aguas,
visto que essas moléculas ndo fazem interacbes de interesse no processo de
docagem. Foram acrescentados os atomos de hidrogénios e regulado o raio do centro
ativoem 6 A.

Todas as moléculas foram observadas visualmente e classificadas de acordo

com o grau de interagdo ligante — receptor (Tabela 7):



Tabela 7:

Encaixe visual das TSCs e suas Interagdes ligante — receptor.
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Fonte: Imagens obtidas via programa Discovery Studio.

Sao varios os tipos de interacbes que ocorrem num ancoramento molecular.
No programa Discovery Studio sao apresentadas as interagdes do tipo ligacdo de
hidrogénio, as hidrofébicas, covalentes, ibnicas, m-m, cations com grupamento
positivos, anéis aromaticos, entre outros (RODRIGUES, 2019). Assim, € perceptivel
que em muitos complexos cristalograficos da cruzaina, grandes grupos hidrofébicos
tendem a ser ligados na regido S2, o que demonstra a seletividade da regido por esses
tipos de residuos (MARTINS, 2018).

Sendo assim e a partir da Tabela 7, grande parte da porgéo nitrogenada das
TSCs tiveram uma preferéncia pelos residuos Cys63, Gly23 e Gly25 (H1, H2, H3, H4,
H5, H6, H7, H8, H9, H13, H14, H16) via ligagbes de hidrogénio. Essas interagdes
polares s&o responsaveis pelo ancoramento do ligante ao sitio ativo da molécula. Ja
as interacdes hidrofdbicas tiveram predominancia nas porcgdes finais da molécula,
principalmente com os residuos His162, Met68, Ala138, Leu67, Asp161, Gly16,

Leu67 e Leu160 presentes na cruzaina.
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Nenhuma das moléculas testadas interagiu com todos os residuos da triade
catalitica; contudo, com excecdo da molécula H15 que n&o apresentou interagao,
todas apresentaram uma ou mais interagdo com residuos da triade catalitica (Cys25,
His162, Asn182).

Dentre as interagdes observadas, as mais comuns foram as do tipo ligagdes de
hidrogénio, interagdes m - m, m - alquil e m - enxofre em que os residuos de
aminoacidos mais frequentes foram Cys25, Gly23, His162, Met68, Cys63, Asp161 e
Leu67. Assim, esse resultado vai ao encontro com os reportados na literatura que
sugere que esses residuos sao parte essencial do mecanismo de agao de agentes
inibitérios da cruzaina (REIS, 2021).

O mecanismo de acédo das TSCs ainda nao esta completamente elucidado,
entretanto, dois mecanismos de acido sido aceitos. Em um deles ocorre o ataque
covalente do residuo Cys25 ao carbono tiocarbonilado (C=S), com uma possivel
transferéncia de um préton do residuo His159 formando um tetraédrico sulfidrico. Ja
na outra proposta mecanistica, esta acido estaria relacionada ao possivel ataque do
carbono em C=N, de forma que o nitrogénio seja protonado pelo residuo His162
(MARTINS et al., 2023; CARDOSO, 2008) (Figura 19).

Figura 19: Mecanismo de agao proposto para as TSCs frente a cruzaina.
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Estruturalmente as TSCs podem ocorrem em diferentes formas isoméricas
como isdmeros geométricos (E - Z) e anti-rotdmeros e tautdmeros tiona/tidis (Figura
20). Por esta razao é importante identificar qual destas formas predomina no meio

polar, meio em que ocorre a interacao ligante-enzima; sendo assim, em relagcao as
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TSCs, a forma predominante corresponde ao isbmero E em seu estado tautomérico
tiona, confirmando assim a preferéncia dessa familia de compostos em adotar essa

conformacao tanto no estado solido, quanto em solugdes (JASINSKI et al., 2022).

Figura 20: Isbmero E e Z das TSCs com suas formas tautoméricas.
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Fonte: adaptada de LOPES (2021).

Diante do exposto as TSCs tiveram uma relagao bastante promissora com o
sitio ativo da proteina, principalmente o anel aromatico que teve boa
complementaridade no sitio, onde a maioria obteve intera¢gdes aromaticas com os
residuos Cys25, Asp161, Met68, Leu67.

Nas pontuacdes (Tabela 8), as fungcbées ChemPLP e GoldScore, foram
utilizados levando em consideragao os resultados obtidos no re-docking da proteina
com seu ligante co-cristalizado e pela comparagédo com os resultados obtidos nos

ensaios de inibicdo da cruzaina e do T. cruzi.
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Tabela 8: Pontuacdes obtidas na docagem para as TSCs com a proteina 3KKU (PDB).

Composto Funcgoes
ChemPLP GoldScore ChemScore ASP
H1 45,1801 48,4387 20,0373 22,3468
H2 47,1657 50,7330 21,5829 19,9396
H3 48,0117 52,6521 20,7983 23,1961
H4 46,9736 49,8666 21,7628 21,9692
H5 46,8207 50,7119 21,1397 23,5328
H6 48,5858 51,1100 19,7436 24,0199
H7 59,0066 53,3596 25,7339 24,3228
H8 47,9733 49,8399 17,9449 23,8294
H9 46,6521 51,9215 16,9557 26,4709
H10 53,0980 55,3398 23,9377 25,0923
H11 57,6764 55,7686 24,5172 24,7955
H12 46,0712 54,4892 21,3659 22,7132
H13 48,7915 56,8511 19,5724 28,7309
H14 50,1034 54,9223 20,9288 26,2629
H15 48,4374 53,2279 18,0841 22,9665
H16 53,8093 54,5577 23,1105 23,5085

Assim, nos resultados obtidos todas as TSCs tiveram pontuag¢des dentro de
uma meédia de score de 49,6468 e 52,7368 nas funcdées ChemPLP e GoldScore
respectivamente. E ainda, levando em consideragao o alvo de agcdo de cada molécula,
€ perceptivel uma pequena diferenga nos valores, sugerindo que as novas TSCs
possuem uma boa complementaridade e interacdo com o sitio ativo da cruzaina.

Este resultado pode estar diretamente ligado a interagdo com os residuos
presentes nos subsitios S1, S2 e S3. Essas interacbes com os principais residuos
cataliticos da cruzaina, demonstram que a referida pesquisa vai ao encontro com o
consenso cientifico sobre a protonagcédo da diade da cruzaina, onde, ao se ligar ao
substrato ou ligante o préton Cys25 é transferido para a His162 dando origem ao
estado ibnico conforme ja comentado (Figura 20).

Figura 21: Ancoragem da TSC H7 e suas interacdes.
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Levando em consideragédo os residuos da triade catalitica, His162, Cys25 e
Asn182 e suas interacbes com as novas moléculas, todas as novas TSCs possuem
uma ou mais ligagdo com esses residuos denotando uma possivel boa atividade para
a inibigdo da cruzaina.

Cabe salientar que em relagdo aos grupos farmacoféricos da estrutura das
TSCs, a substituicao em C1 por grupos fenil, p-metil-fenil, e alquilicos lineares
aumentam a poténcia desta classe de compostos frente ao T. cruzi. Somado a isso, a
presenca de halogénios como o bromo e cloro, sado tolerados nas posi¢coes 3 e/ou 5

(R e R1) no anel aril. Mudangas nos substituintes metil na posi¢cdo 2 ndo geraram
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efeitos significativos, bem como substituigdes no nitrogénio na posi¢cao 1 e NH2 da
posicao 3 (ESPINDOLA, 2015; CARDOSO, 2008). Ja as substituigdes nas posi¢des 3
e 4 do anel fenoxi por grupos metdxi aumenta ligeiramente a inibicdo da enzima
cruzaina o que pode explicar a interacdo das moléculas H5, H9, H13 e H14.

Do mesmo modo, a presenca de halogénios (F, Cl, Br, 1) no anel fenila com
substituicbes na posi¢cao 4 do anel, contribui para o aumento da atividade inibitéria,
comparaveis aos inibidores da cruzaina mais potentes descritos na literatura, tais
como o composto K11777 (ICso = 0,004 uM) (ASSIS et al., 2021;ESPINDOLA, 2015;
JASINSKI et al., 2022).

5.2 A inibicao da cruzaina, ensaios fenotipicos e citotoxicidade das TSCs

Todos os ensaios in vitro apresentados nessa sec¢ao foram realizados em
colaboragédo com o Laboratério de Quimica Medicinal e Computacional (LQMC) do
Instituto de Fisica- USP de Sao Carlos, sob a supervisdo do Prof. Dr. Adriano

Andricopulo (Tabela 9):

Tabela 9: Ensaios de inibicdo da enzima cruzaina, ensaios fenotipicos e citotoxicidades das

TSCs.

Composto Cruzaina ICso (UM) T. cruzi HFF-1
CCso (uM) £ SD CCs £ SD
H1 0,720 £ 0,015 9,80 £ 0,05 >64
H2 0,673 £ 0,065 10,15+ 0,15 >64
H3 0,654 + 0,085 4,23 + 0,23 45,71 + 1,03
H4 0,678 + 0,026 8,60 £ 0,25 >64
H5 0,675+ 0,010 12,05 + 0,85 >64
H6 0,640 + 0,028 7,65+ 0,35 >64
H7 0,306 + 0,009 1,96 + 0,05 >64
H8 0,655 + 0,015 8,15+ 0,25 >64
H9 0,685 + 0,045 10,15 £ 0,45 >64
H10 0,512+ 0,012 2,85+ 013 >64
H11 0,412 + 0,042 2,15+ 0,26 >64
H12 0,699 + 0,024 9.25+ 0,35 >64
H13 0,636 + 0,026 10,68 £ 0,15 >64
H14 0,605 £ 0,015 10,95 £ 0,54 >64
H15 0,630 + 0,041 5,87 £ 0,05 51,26 + 0,87
H16 0,519 £ 0,023 2,95 £+ 0,65 >64
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Tabela 10: Correlagao entre a docagem e a inibicdo da cruzaina e T. cruzi pelas TSCs.

ChemPLP GoldScore ChemScore ASP Cruzain T. cruzi
ICs0 ([.IM) ICs0

(HM)
H1 45,1801 48,4387 20,0373 22,3468 0,720 9,80
H2 47,1657 50,7330 21,5829 19,9396 0,673 10,15
H3 48,0117 52,6521 20,7983 23,1961 0,654 4,23
H4 46,9736 49,8666 21,7628 21,9692 0,678 8,60
H5 46,8207 50,7119 21,1397 23,5328 0,675 12,05
H6 48,5858 51,1100 19,7436 24,0199 0,640 7,65
H7 59,0066 53,3596 25,7339 24,3228 0,306 1,96
H8 47,9733 49,8399 17,9449 23,8294 0,655 8,15
H9 46,6521 51,9215 16,9557 26,4709 0,685 10,15
H10 53,0980 55,3398 23,9377 25,0923 0,512 2,85
H11 57,6764 55,7686 24,5172 24,7955 0,412 2,15
H12 46,0712 54,4892 21,3659 22,7132 0,699 9,25
H13 48,7915 56,8511 19,5724 28,7309 0,636 10,68
H14 50,1034 54,9223 20,9288 26,2629 0,605 10,95
H15 48,4374 53,2279 18,0841 22,9665 0,630 5,87
H16 53,8093 54,5577 23,1105 23,5085 0,519 2,95

Os ensaios de inibicdo da cruzaina sao bem conhecidos na literatura, e sao
gerados a partir da clivagem de substratos peptidicos fluorogénicos, na presenga de
inibidores, que podem apresentar autofluorescéncia ou absorbancia nos mesmos
comprimentos de onda utilizados (CORNELIO, 2015). A especificidade do substrato
esta sujeita as propriedades dos sitios de ligacdo arranjados ao redor da cavidade
catalitica responsavel pela quebra da ligagao peptidica (SOUZA, 2022).

A atividade inibitéria pode ser aferida através do percentual de inibicdo,
representada pelo 1Cso (concentragao necessaria para inibicao de 50% da atividade
enzimatica). Na cruzaina, o ICso € dado através da fluorimetria, onde o substrato Z-
Phe-Arg-AMC  (benzoiloxicarbonil-fenilalanina-arginina-aminometilcumarina) que
libera o grupo fluorescente 7-amino-4-metil cumarina (AMC) ao ser clivado pela
cruzaina, sendo que este pode ser inibido ou ndo pelas compostos testados (Figura
22). Dessa forma, os compostos sintetizados foram testados diretamente contra a
cruzaina pelo método fluorimétrico e os valores de ICso utilizados para o
desenvolvimento de uma relagdo de inibicdo entre os testes in vitro e in silicos
(CHAVEZ, 2017; AVELAR, 2014).
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Figura 22: Método de fluorimetria com o substrato Z-Phe-Arg-AMC e a enzima cruzaina

originando o composto fluorescente 7-amino-4-metil cumarina (AMC).
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Fonte: FERREIRA et al., 2014.

O modelo de regressao linear € um modelo matematico que representa de
forma quantitativa a relagdo entre duas ou mais variaveis, onde um diagrama de
dispersao sugere a existéncia linear de uma relagdo, em que a reta originada
representa os minimos quadrados, de forma que o coeficiente de determinacao seja
o mais proximo de 1 (MARTINS, 2019).

Dessa forma e acordo com os dados da Tabela 9 e 10, foi determinada a
relagao entre os indices de inibi¢ao da cruzaina, com os indices de interagao ligante-
receptor baseado nas pontuagdes do docagem molecular. Os compostos H7, H10 e
H11 (ICs0 0,306, 0,512 e 0,412 respectivamente) se mostraram os mais ativos na
atividade inibitoria da cruzaina, sendo que o grafico apresentado na Figura 23, mostra
essa correlagdo de dados entres as 4 fungdes da docagem com os indices de ICso,
em que o R? (indice estatistico que indica o qudo proximo as estdo as variaveis
analisada) que responde a funcdo do docagem que melhor representa os dados
experimentais foi igual a 0,9805. Dessa forma, através da equacao da reta, pelos
métodos dos minimos quadrados, € comprovada essa correlagdo e integracado de

dados.
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Figura 23: Correlacao linear entre os dados de inibicdo da cruzaina( ICsp) com os scores

referentes as funcoes de pontuacao da docagem molecular via software Graphpad prism
9.5.1.
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Analisando os dados geridos pelo grafico da figura 23, é observado que a
fungdo que possui o valor de R? mais préximo a 1, foi a fungdo ChemPLP. Nesse
sentido, € possivel gerar dados de inibicdo da cruzaina sem a necessidade de
realizacdo dos dados experimentais, apenas usando a equacido da reta, ao qual
representa o modelo de relacéo entre os dados tedricos e experimentais.

Da mesma forma, o grafico da Figura 24, representa os indices de inibicdo do
ICso do T. cruzi, com as 4 fungdes da docagem molecular, cujo R? da fungéo que
melhor representa os dados experimentais foi de 0,6418, que também pertence a
funcdo ChemPLP.
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Figura 24: Correlacao entre os dados de inibicao do T. cruzi( ICso) com os scores referentes

as funcoes de pontuacao da docagem molecular via software Graphpad prism9.5.1.
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Nos resultados apresentados, as TSCs H7, H10 e H11 (ICso de 1,96, 2,85 e
2,15uM respectivamente) tiveram destaque pois apresentaram o0s menores
percentuais de concentracdo para inativar o T.cruzi e foram os mais ativos nas
pontuacodes de referéncias ChemPLP e GoldScore.

Analisando a Tabela 10, é perceptivel que os compostos mais ativos nos testes
in silico, também foram os melhores nos testes in vitro no que se refere a inibicao da
enzima cruzaina e inibigdo T. cruzi em testes in vitro.

O modelo de regresséo linear utilizado neste trabalho serve para resumir dados
e informagdes e podem ser vistos como um dispositivo computacional para estimar
diferengas entre um grupo tratado e um grupo controle, prevendo o comportamento
de Y a partir de X. Nesse interim, a reta de regressao permite prever a melhor fungéo
de pontuagao delineada pelo docagem a partir dos resultados apresentados pelos
testes de inibicdo da cruzaina e do T.cruzi (CHEIN, 2019). Nesse sentido, os
parametros indicados estdo adequados, pois confirmam a fungdo de pontuagdo que

melhor descreve os dados ja obtidos nos ensaios tedricos. Disto isso, dentre as 4



64

fungbes avaliadas na docagem molecular, a fungdo ChemPLP, cujo valor de R? =
0,9805 (cruzaina) e R? 0,6418 (T. cruzi) sdo os que mais se aproxima de 1, sendo que
foram os que mais se ajustaram aos dados experimentais.

A atividade inibitéria frente a enzima cruzaina e T. cruzi dos trés melhores
compostos indicam a importancia da presenga do anel benzénico (Figura 25) para o
aumento da atividade tripanocida. Este grupamento favorece o aumento da
lipofilicidade, aumento da atividade metabdlica, do perfil farmacocinético e manteve o
carater hidrofébico da porgao P1, o que é caracteristico dos inibidores da cruzaina
(SILVA, 2016; LAMEIRO, 2020; SENS et al.,2018).

Figura 25: Compostos com perfis mais promissores nos experimentos in silico e in vitro.
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Por sua vez, os compostos H3 e H15 apresentaram parametros toxicos com
relacdo aos testes de citotoxicidade (CCso < 64), ambos possuem o grupo nitro em
sua estrutura (Figura 26). Contudo, o grupo nitro é bem conhecido na literatura por
apresentar diversas correlagdes em atividades bioldgicas. Os préprios farmacos de
referéncia no tratamento da DC possuem o grupamento nitro a seus anéis aromaticos.
Além de seus efeitos antiparasitarios, farmacos com grupamento nitro, séo
comumente usados em diferentes tratamentos como mal de Parkinson, angina,
insénia, entre outros, além de serem amplamente empregados como agentes
terapéuticos, contra uma variedade de infeccbes causadas por protozoarios e
bactérias (TRINDADE, 2019).
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Figura 26: Estruturas dos compostos H3 e H15 com o grupo nitro destacado.

Entretanto, apesar do efeito toxico do grupo nitro ser bem reconhecido em
relagcdo ao T. cruzi, € interessante observar seu potencial efeitos mutagénicos e
téxicos em bactérias, incluindo as células humanas, o que pode explicar as grandes
incidéncias de efeitos adversos nos farmacos de referéncias no tratamento da DC.
Assim, os nitrocompostos de uma forma geral apresentam grau de toxicidade
evidenciadas em testes de toxicologia habitual, o que pode variar de acordo com a
posicado do grupo na molécula (OLIVEIRA, 2018; TRINDADE, 2019). Posteriormente,
testes de toxicidade para avaliar a relagdo entre a atividade biolégica e o potencial
téxico desses compostos sao necessarios para aferir o avanco ou nao dos estudos
em relagdo a esses compostos.

Continuando a correlagcao de resultados, outro ponto observado é em relagao
a presenca do substituinte metéxi (Figura 27). Estes tendem a aumentar a seletividade
de compostos tripanocidas, assegurando uma resposta mais potente quando
comparados aos farmacos de referéncia (ANDRADE, 2021). Nesse sentido os
compostos H5, H8, H9, H13 e H14, apesar de nao terem apresentado as melhores
pontuagdes, tiveram ICso (0,675; 0,655; 0,685; 0,636 ¢ 0,605 respectivamente) de
inibicado da cruzaina parecidos com os demais, 0 que representa uma boa atividade
de inibicdo, sem toxicidade a células humanas. Esse resultado reforca os dados
reportados de que o grupo metdxi favorece compostos com agao tripanocida mais
seletivos, com os quais ganham destaque as flavononas, chalconas, cumarinas
triciclicas entre outras (DIAS, 2018; HARTMANN, 2015; ANDRADE, 2021).
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Figura 27: Estrutura dos compostos H5 e H8 com o grupo metdxi destacado.
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No que se refere a presenca de halogénios, o composto H12 com dois
substituintes cloro teve sua atividade levemente diminuida ao se comparar com o
composto H4, que possui apenas 1 atomo de cloro na estrutura (Figura 28).
Entretanto, na literatura € reportado que a insergdo de halogénios melhora a
expressividade da atividade do composto, mas ndo aumenta sua poténcia com o
aumento da quantidade de grupamento (ESPINDOLA, 2015; DIOGO, 2019).

Figura 28: Estrutura dos compostos H4 e H12 com o substituinte cloro em destaque.
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Estudos demonstraram que a presencga de halogénio como bromo e cloro na
posicao para dos anéis fenilicos, aumenta sua atividade tripanocida. Ja a introdugao
de grupos retiradores de elétrons na posi¢ao orto-, tendem a diminuir sensivelmente
a atividade tripanocida dos compostos conforme pode se observar nos valores de I1Cso
0,678 e 0,699 uM dos compostos H4 e H12 na tabela 9 respectivamente (DIOGO,
2019).

Em suma todas as TSCs apresentaram resultados satisfatorios, sendo que os
compostos mais ativos pra inibicdo da cruzaina, também foram os mais ativos na
inibicdo do T. cruzi, representando uma correlagdo de dados integradora tanto em
relacédo aos testes in silico quanto os in vitro.

Em relagdo aos ensaios de citotoxicidade, estes sao utilizados para verificar a
seletividade dos compostos ao parasita, de modo que ndo atuem contra células

sadias. Dessa forma, os efeitos citotoxicos das TSCs foram avaliados em células
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HFF1 n&o tumorais para determinar os perfis toxicos ou ndo dos compostos (Tabela
9. Um CCso (concentracao citotoxica minima de 50%) acima de 64 prediz baixa
toxicidade em células humanas, o que de acordo com a Tabela 9, com excegao das
moléculas H3 e H15, as TSCs possuem bons perfis de seguranga em células

humanas.

5.3 Perfil farmacocinético, farmacodinamico e toxicidade e in silico

Os ensaios farmacocinéticos e farmacodinamicos in silico sao importantes no
desenvolvimento de novas entidades farmacolégicas. Entretanto, € importante
destacar que seus resultados servem apenas para orientagao no desenvolvimento de
novas estruturas, sendo que os ensaios biolégicos e toxicos devem ser considerados
em conjunto.

A plataforma online Osiris®, é um software utilizado para predizer o potencial
toxicolégico de uma determinada molécula. Esta plataforma utiliza calculos
probabilisticos através de cores para designar se a molécula tem potencial
mutagénico, tumorais, de interferéncia na reproducao e irritabilidade pela comparagao
de partes da moléculas com um banco de dados de fragmentos moleculares com
Registro de Efeitos Tdxicos de Substancias Quimicas (RTECS) presente no centro
de controle e prevencgao de doencas (CDC) dos Estados Unidos da América (EUA)
(RAJALAKSHMI et al., 2021; CHODANKAR, MAHAJAN, 2022; CAIANA, FILHO,
2020).

Nesse sentido, a plataforma faz uma varredura na molécula em busca de algum
fragmento que comparado com seu banco de dados possa sugerir efeitos toxicos e
seus resultados sao aferidos nas cores vermelhos, amarelo e verde, indicando em que
alto risco de incidéncia, risco moderado e baixa incidéncia de risco respectivamente.

Os resultados obtidos a partir do software Osiris®, para as TSCs foram

comparados com Bz e Nfx e estdo apresentados na Tabela 11:
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Tabela 11: Parametros de toxicidade das TSCs obtidos pelo software Osiris®.

Molécula Toxicidade
Mutagénico Tumoral Reproducéo Irritacao
H1 AR NR AR NR
H2 AR NR AR NR
H3 AR NR AR NR
H4 AR NR AR NR
H5 AR NR AR NR
H6 AR NR AR NR
H7 AR NR AR NR
H8 AR NR AR NR
H9 AR NR AR NR
H10 AR AR AR NR
H11 AR NR AR NR
H12 AR NR AR NR
H13 AR NR AR NR
H14 AR NR AR NR
H15 AR NR AR NR
H16 AR AR AR NR
Bz NR NR AR NR
Nfx AR AR AR NR

Legendas: NR — nenhum risco; MR — médio risco; AR - alto risco.

De acordo com os dados obtidos foi constatado que as TSCs tiveram resultados
similares ou inferiores em relagao aos compostos de referéncia. Assim como o Nfx,
100% das TSCs apresentaram toxicidade de alto risco no que se refere a incidéncia
de problemas mutagénicos e relacionados a reprodugdo. Entretanto, apresentaram
resultados melhores no que se refere a incidéncia de problemas tumorais. Contudo,
em relacado ao Bz, as TSC nao apresentaram resultados superiores no que se refere
a toxicidade. Em relagao a irritabilidade, os resultados com as TSCs foram similares
a ambos os compostos de referéncia.

No teste seguinte, foi utilizado a plataforma Molinspirations®, uma plataforma
que faz a predicao de caracteristicas e aspectos fisico-quimicos da molécula. Neste

sentido, levando em consideragdo a regra dos cinco de Lipinski, o Molinspirations®
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descreve o0s aspectos relacionados aos ligantes que atuam como receptores
acoplados a proteina G, inibidores da cinases, moduladores dos canais idnicos,
doadores e receptores de hidrogénio, além de receptores nucleares e massa molar
(AYAR, 2022; CAIANA, FILHO, 2020; BAI, GEETHAVANI, RAMAKRISHNA, 2022).
De acordo com a plataforma Molinspirations® e levando em consideragéo a

regra de Lipinski, 0 composto deve possuir:

Coeficiente de particdo logP < 5 (valor ideal para farmacos entre 2 e 5);

e Massa molar igual ou menor a 500 g mol-' (MM);

Aceptadores de hidrogénio < 10 (nAH);

Doadores de ligagao de hidrogénio < 5 (nDLH)

Para ser considerado uma molécula adequada aos parametros fisiolégicos, um
composto ndo pode violar mais de um destes parametros da regra de Lipinski. A regra
foi criada ponderando que compostos que apresentam boa solubilidade em agua e
aceitavel permeabilidade intestinal podem ser promissoras quanto a
biodisponibilidade oral (SANTOS, 2018; GABRIEL, 2021).

Os potenciais vias de administragdo de um medicamento sdo avaliadas pelo
parametro Topological Polar Surface Area - TPSA (Area de superficie polar
topoldgica). Este por sua vez, € um descritor que define as caracteristicas ideais para
o transporte de drogas, absorgdo intestinal, barreira hematoencefalica e
permeabilidade em células de adenocarcinoma do célon humano - (Caco2). Este
parametro corresponde ao resultado da soma de superficies de atomos polares em
determinada molécula. Resultados abaixo de 160A aferem boa biodisponibilidade oral
para as moléculas (ARRUDA et al., 2020).

Os resultados do perfil farmacocinético obtidos pela plataforma Molinspirations®
estdo compilados na Tabela 12, em que é possivel verificar que somente o composto
H7 violou uma das condi¢des basica de Lipinski, pois apontou um log P superior a 5.



Tabela 12: Perfil farmacocinético das TSCs a partir da plataforma Molinspirations®.

LogP MM g nDLH nALH TPSA  Violagoes
(mol) (oHNH) (nOH) (A)
H1 3,37 285,37 2 4 45,65 0
H2 3,82 299,40 2 4 45,65 0
H3 3,33 330,37 2 7 91,48 0
H4 4,05 319,82 2 4 45,65 0
H5 3,43 315,40 2 5 54,89 0
H6 3,26 329,38 2 6 64,12 0
H7 5,17 361,47 2 4 45,65 1
H8 2,71 331,40 3 6 75,11 0
H9 3,00 375,45 2 7 73,35 0
H10 4,53 335,43 2 4 45,65 0
H11 4,56 335,43 2 4 45,65 0
H12 4,66 354,26 2 4 4565 0
H13 3,42 345,42 2 6 64,12 0
H14 3,02 345,42 2 6 64,12 0
H15 3,26 330,37 2 7 91,48 0
H16 3,48 328,44 2 5 48,89 0
Bz 0,78 260,25 1 7 92,75 0
Nx 0,71 287,30 0 8 108,71 0
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O logP é um parametro que elucida a capacidade de um composto se difundir

em agua ou em 0Oleo e esta diretamente ligada a absor¢do. De acordo com regra de

Lipinski, compostos com valores muito baixo de logP tendem a ter dificuldade no

transito entre as membranas celulares e valores muito alto podem causar toxicidade

por manter o composto preso nas membranas. Assim o valor ideal deve estar entre 2
e 5 (LIPINSKI; MECKERROW, 2017; DIAS, 2018). A partir dos resultados obtidos é

possivel verificar que tanto o Bz quanto o Nfx apresentam um perfil de coeficiente de

particdo menor que 1, o que sinaliza uma absorgéo fisiolégica ndo imediata de ambos,

uma vez que o valor ideal de log P esta entre 2 e 5. Ja as TSCs, com excegéao de H7,

apresentaram coeficiente de particdo entre 2 e 5, sugerindo possuir um carater

hidrofébico e uma boa permeabilidade as membranas bioldgicas.
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Também foi medida a area de superficie polar da molécula (TPSA), sendo este
um parametro bastante utilizado para prever aspectos relacionados a
biodisponibilidade oral, solubilidade, permeabilidade da mucosa e estabilidade no trato
gastrintestinal. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12, todas as
moléculas estdo abaixo de 160A (TPSA) o que sugerindo que a maioria das TSCs
podem ser faciimente difundidas, transportadas e absorvida no meio bioldgico.

Outro parametro util no desenvolvimento de novas drogas € o calculo e a
predicao de alvos em relacdo aos aspectos farmacodinadmicos. Neste sentido o
Molinspirations® se torna uma ferramenta versatil, pois além de predizer os
parametros essencial do perfil farmacocinético, sua opgao predict bioactivity (prever a
bioatividade) ajuda a elucidar aspectos relacionados a ligacdo com a proteina G, a
moduladores dos canais ibnicos, a ligagdo com receptores nucleares, a inibidores de
quinases e proteases e a outros alvos enzimaticos bioldgicos (ARRUDA, 2020).

O Molinspirations® apresenta scores que indicam a biodisponibilidade do alvo,
sendo que valores maiores de 0,0 apresenta boa biodisponibilidade, enquanto valores
entre -5,0 e 0,0 apresentam uma biodisponibilidade moderada e abaixo de -5,0 prediz
inatividade (ALVES, 2019; ARRUDA, 2020; CAIANA, 2020).

Os resultados experimentais do perfil farmacodindmico obtidos estao

apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13: Perfil farmacodinamico das TSCs pela plataforma Molinspiration®.

Ligante Modulador Inibidor L Inibidor  Inibidor
proteina canal protease receptor quinase enzima
G idnico nuclear
H1 -0,96 -0,89 -0,93 -1,05 -0,85 -0,57
H2 -0,94 -0,93 -0,92 -0,99 -0,83 -0,60
H3 -0,93 -0,83 -0,86 -0,92 -0,84 -0,60
H4 -0,89 -0,86 -0,90 -0,98 -0,80 -0,58
H5 -0,82 -0,81 -0,77 -0,88 -0,72 -0,51
H6 -0,77 -0,86 -0,76 -0,93 -0,73 -0,52
H7 -0,63 -0,66 -0,57 -0,66 -0,52 -0,39
H8 -0,75 -0,76 -0,74 -0,76 -0,65 -0,44
H9 -0,71 -0,73 -0,66 -0,80 -0,60 -0,45
H10 -0,61 -0,74 -0,62 -0,69 -0,65 -0,42
H11 -0,69 -0,73 -0,62 -0,75 -0,61 -0,43
H12 -0,81 -0,80 -0,82 -0,91 -0,75 -0,55
H13 -0,72 -0,83 -0,65 -0,77 -0,68 -0,49
H14 -0,76 -0,77 -0,70 -0,81 -0,66 -0,48
H15 -0,98 -0,85 -0,88 -0,87 -0,92 -0,68
H16 -0,76 -0,79 -0,73 -0,80 -0,64 -0,49
Bz -0,33 -0,39 -0,05 -0,71 -0,49 -0,02
Nx -0,93 -1,40 -0,81 -1,61 -0,73 -0,58

De acordo com a Tabela 13, verifica-se que todas as TSCs obtiveram
desempenho moderado em relacdo a biodisponibilidade. Comparando com os
farmacos de referéncia, tanto o Nfx quanto o Bz apresentaram parametros na faixa de
atividade moderada, sendo o Nfx um valor ainda menor no que se refere a modulacao
do canal ibnico e receptor nuclear. Em termos clinicos, este resultado para Nfx pode
ter relagdo com seus graves efeitos téxicos no organismo humano. Algumas
pesquisas buscam associar as drogas atuais do tratamento da DC em baixas doses
com outras moléculas seguras como o Alopurinol e antifungicos, de forma a atacar o
protozoario com um arsenal menos toxicos e mais efetivo (MONTEIRO, 2019;
MAZZETI, 2014).
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De forma geral este trabalho reforga a importancia e confiabilidade que os
resultados da modelagem molecular trazem em relagdo aos testes experimentais e
reforca a proeminente atividade das TSCs como potentes candidatas ao tratamento
da DC.

6.0 CONCLUSAO

* A partir dos ensaios in vitro e in vivo realizados neste trabalho, ficou ficou
comprovada a potente atividade de inibicdo tanto da cruzaina, quanto do T.
cruzi pelas TSCs;

* Nos ensaios de cinética enzimatica e fenotipicos todas as TSCs obtiveram
resultados satisfatérios graus de inibicdo da cruzaina e do T. cruzi
respectivamente, com destaque para os compostos H7, H10 e H11,;

* Os compostos mais ativos nos testes tedricos também foram os mais ativos
nos testes experimentais, dos quais se destacam os compostos de H7, H10 e
H11;

* Os compostos mais promissores obtiveram interagoes relevantes com residuos
da triade catalitica da enzima cruzaina;

*  Com excecgao dos compostos H3 e H15, todas TSCs demonstraram bons perfis
de seguranca em células de fibroblatos (HFF-1);

* Nos ensaios farmacocinéticos e farmacodindmicos, as TSCs apresentaram
perfil similar aos farmacos de referéncia;

* De forma geral, neste trabalho as TSCs provam promissoras no tratamento da
DC e como perspectiva sugere-se, estudos quantitativos de relacédo estrutura
atividade (QSAR), além de modificagdes estruturais nos compostos mais

promissores, buscando uma melhor otimizagao no potencial tripanocida.
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