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RESUMO

O tratamento etiologico disponivel para a doenca de Chagas, causada pelo
parasito intracelular Trypanosoma cruzi, € baseado em dois nitroderivados,
benzonidazol (Bz) e nifurtimox (Nif), ambos introduzidos empiricamente na pratica
clinica ha mais de 40 anos. Estes farmacos sdo considerados insatisfatorios
principalmente devido a (i) baixa eficacia, principalmente na fase cronica, (ii) efeitos
colaterais importantes, e (iii) ocorréncia de linhagens de parasitas resistentes. Um
dos atuais desafios desta doenca negligenciada é o desenvolvimento de tratamentos
alternativos mais efetivos e seletivos, constituindo o objetivo principal da presente
dissertagdo. Assim, ensaios in vitro e in vivo foram conduzidos para avaliar a
eficacia de diamidinas aromaticas (DAs) e arilimidamidas (AlAs), sobre T. cruzi. No
primeiro artigo demonstramos a atividade de dez diamidinas sobre formas
tripomastigotas, na faixa micromolar, sem reducado significativa da viabilidade da
célula hospedeira. Trés DAs com anéis externos benzimidazoélicos N-metilados
apresentaram diferencas na atividade tripanocida, sendo o composto DB2247, com
meta-N-metilacdo em ambos os anéis, o mais ativo e também o de mais rapida
acdo. Todavia, nenhum do compostos testados foi ativo sobre amastigotas
intracelulares. No segundo artigo avaliamos atividade anti-T. cruzi de oito novas
AlAs. Nossos dados mostram que seis destes compostos foram inativos sobre
ambas formas evolutivas do parasito. As duas AlAs que apresentaram efeito sobre
as formas tripomastigotas foram 18SAB075 e 16DAPO005, que exibiram ainda
excelente acgéo in vitro sobre formas intracelulares, com eficacia similar ao Bz. Neste
sentido, o composto 18SAB075, que apresentou 6timo indice de seletividade para
tripomastigotas sanguineos (IS > 106), foi avaliado in vivo quanto a toxicidade aguda
e eficacia. Em modelo experimental de infeccdo aguda com T. cruzi, o tratamento
com 18SAB075 com doses ndo téxicas (5 mg/kg por cinco dias consecutivos)
reduziu em cerca de 50% os niveis parasitémicos e apresentou 40% de protecao
contra mortalidade, sendo menos efetivo do que o farmaco de referéncia (Bz 100
mg/kg/dia). Neste sentido, este trabalho apresenta informacdes relevantes sobre a
atividade biolégica de novos analogos aromaticos sobre T. cruzi, estimulando a
continuidade de estudos pré-clinicos com novos agentes e derivados objetivando

encontrar compostos mais seletivos para terapia da doenca de Chagas.
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ABSTRACT

The available etiologic treatment of Chagas disease, caused by the
intracellular parasite Trypanosoma cruzi, is based on two nitroderivatives,
benznidazole (Bz) and Nif, both introduced empirically in the clinical practice for over
40 years ago. These drugs are considered unsatisfactory mainly due to their (i) low
efficacy, mainly in the chronic phase, (ii) severe side effects, and (iii) occurrence of
resistant parasite strains. One of the main challenges of this neglected disease is the
development of more effective and selective therapies, which is our main objective.
Thus, in vitro and in vivo studies were conducted to evaluate the efficacy of aromatic
amidines (DAs) and arylimidamides (AIAs) against T. cruzi. In the first paper, we
demonstrated the activity of ten novel diamidines at micromolar range against
against trypomastigotes, without significant loss in host cell viability. In this study we
found that three diamidines with N-methylated benzimidazoles outer rings displayed
different trypanocidal activities, being the compound DB2247, with meta-N-
methylation in both rings, the most active with also a faster trypanocidal action.
However, none of the diamidines were active against intracellular amastigotes. In the
second paper, we evaluated the efficacy of eight novel AlAs against T. cruzi. Our
data showed that six out of the eight studied compounds were inactive against both
evolutive forms of the parasite. The only two AlAs that were active, 18SAB075 and
16DAPO005, displayed outstanding in vitro effect with efficacy similar to that of Bz
against intracellular forms. In this way, the compound 18SAB075, which had an
excellent selective index for bloodstream trypomasitgotes (SI > 106), was moved to
in vivo tests for acute toxicity and parasite efficacy. In experimental model of acute T.
cruzi infection, 18SABO075 treatment with non-toxic doses (5 mg/kg for five
consecutive days) reduced in about 50% the parasitemia levels, leading to 40%
protection against mortality, being, however, less effective than the reference drug
(Bz at 100 mg/kg/day). In this way, the present work provides useful information
regarding the biological trypanocidal activity of amidines against T. cruzi, stimulating
the continuity of preclinical studies with novel related molecules aiming the finding of

more selective compounds for Chagas disease therapy.
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1. INTRODUCAO



1.1. Consideracfes gerais

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas tropicais
negligenciadas compreendem 17 infec¢des parasitarias (incluindo aguelas causadas
por helmintos e protozoarios), virais e bacterianas, que afetam mais de um bilhdo de
pessoas no mundo, sendo simultaneamente causa e efeito da pobreza, podendo
levar a incapacidade crbnica e diminuicdo da capacidade de trabalho. Essas
doencas, entre elas a doenca de Chagas, causam morbidade e mortalidade
substancial entre as pessoas mais pobres do mundo, todavia, esse impacto social
ndo foi acompanhado por um desenvolvimento expressivo de novos farmacos
(Kappagoda & loannidis, 2012, 2014).

A doenca de Chagas (DC), ou tripanosomiase americana, foi descoberta por
Carlos Chagas em 1909, que além de identificar o agente etioldégico e seu vetor,
também descreveu o ciclo biolégico do parasito, bem como diversos aspectos da
patogenia e sintomatologia da doenca. DC € uma enfermidade potencialmente fatal,
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi e que apresenta uma
prevaléncia de 8-10 milhdes de individuos infectados, com cerca de 14 mil 6bitos por
ano e aproximadamente 90 milhdes de pessoas sob risco de contrair a infecgao
(Rassi Jr et al., 2012; OMS, 2013). A DC é um problema de saude publica em 21
paises da América Latina, com uma estimativa de 50 mil novos casos/ano desde o
sul dos Estados Unidos até a Argentina e Chile (Moncayo & Silveira, 2009). Em
areas endémicas, esta doenca é a maior causa de cardiomiopatia e a principal
responsavel por morte em pacientes com doencas cardiovasculares com idade entre
30-50 anos (Rassi Jr et al.,, 2009, 2010). Atualmente, a DC apresenta um novo
aspecto relacionado a sua expansao em paises ndo endémicos, na maioria das
vezes resultante da migracdo de portadores infectados de areas endémicas em
busca de melhores condi¢cdes de vida (Coura & Dias, 2009; Schmunis & Yadon,
2010; Orti-Lucas et al., 2014).

Embora o nimero de novos casos venha caindo drasticamente nos ultimos 20
anos, devido principalmente a iniciativas governamentais (politicas publicas
regionais e horizontais como, por exemplo, a do Cone Sul) e ndo-governamentais
(DNDi, 2013; MSF, 2011, 2013), a DC ainda apresenta muitos desafios relacionados
a: (i) sua epidemiologia peculiar, caracterizada por uma variedade de fatores de
risco (grande numero vetores e reservatorios potenciais, variadas formas de

transmissao e diferentes isolados/cepas do parasita); (ii) falta de medidas profilaticas
2



e esquemas quimioterapicos eficazes, especialmente na fase cronica tardia, além de
problemas de acesso aos atuais farmacos disponiveis; e (iii) falta de um melhor
entendimento da fisiopatolologia da evolucdo da doenca cronica e de biomarcadores

de progresséao da patologia e de diagnostico (Soeiro & De Castro, 2009).

As industrias farmacéuticas tém pouco interesse no desenvolvimento de
novos quimioterapicos contra a DC devido ao longo tempo de desenvolvimento
(desde ensaios pré-clinicos até ensaios clinicos e mesmo disponibilizagdo para
comercializacdo e uso) e tendo em vista que esta patologia afeta sobretudo
populacdes carentes de paises em desenvolvimento. Apesar de causarem 500.000
mortes/ano, entre 1975-2004 apenas 21 (1,3%) de 1556 farmacos aprovados foram
desenvolvidos especificamente para doencgas tropicais negligenciadas (Chirac &
Torreele, 2006). Na ultima década, o panorama vem se modificando a partir de
parcerias publico-privadas que vem preenchendo algumas lacunas e diminuindo
gargalos do processo de pesquisa e desenvolvimento (Chatelain & loset, 2011;
Molyneux & Malecela, 2011).

1.2. Fases da doenca de Chagas

A DC apresenta duas fases: aguda e crénica. Apés a infeccéo, tem inicio a
fase aguda da doenca, caracterizada por parasitismo sanguineo com duracéo de até
8 semanas, sendo que a grande maioria das pessoas afetadas € assintomatica,
podendo porém apresentar sintomas inespecificos como febre, mal-estar e aumento
de géanglios, figado e baco (Rassi Jr et al., 2012). Nos casos mais graves, em
especial, criangas menores de dois anos pode-se observar até 5% letalidade,
principalmente devido a miocardite ou meningoencefalite (Rassi Jr et al., 2009;
Carod-Artal, 2013). Na transmisséo vetorial, o local da entrada do parasito pode ser
identificado por uma lesdo edematosa de pele denominada chagoma de inoculagéao
ou entdo, mais especificamente, sinal de Romafia quando envolve a conjuntiva

ocular.

A grande maioria dos casos agudos nao tratados evolui para a fase crénica
indeterminada da DC, que pode perdurar por toda a vida, na qual ocorre um
aparente estado de equilibrio parasito-hospedeiro (forma indeterminada),
caracterizado pela auséncia de sintomas clinicos evidentes e infeccdo subpatente

detectada por exames sorolégicos (Macédo, 1997; Ribeiro & Rocha, 1998; revisto
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em Moncayo & Silveira, 2009). Todavia apos longo periodo de laténcia (10-30 anos),
cerca de 30% dos individuos evoluem para a fase cronica sintomética. As principais
manifestacbes clinicas desta fase incluem alteracdes cardiacas (20-30%) e/ou
digestivas (10%) (revisto em Rassi Jr et al., 2006; Moncayo & Ortiz-Yanine, 2006),
podendo ocorrer também lesdes neuroldgicas periféricas (meningoencefalite) (Rassi
Jr et al, 2010, 2012). Na forma crbnica digestiva, 0s pacientes infectados
apresentam comprometimento da funcdo do sistema digestério (alteracdo da
secrecdo, motilidade e absorcédo) devido a destruicdo do plexo mioentérico, o que
nos casos mais graves, ocorre o desenvolvimento de megavisceras (eséfago e
célon) (Koberle, 1956; Rezende, 1984; Meneghelli, 2004; Coura & Borges-Pereira,
2010; Bassotti & Villanacci, 2013). A forma cronica cardiaca € a manifestacao clinica
mais significativa, apresentando dano cardiaco progressivo, caracterizado por
cardiomiopatia  dilatada, insuficiéncia  cardiaca  congestiva, arritmias,
tromboembolismo e morte sudbita (Higuchi et al., 2003; Rassi Jr et al., 2006;
Machado et al, 2012a,b). A cardiopatia chagéasica cronica (CCC) é
microscopicamente caracterizada pela presenca de infiltrados inflamatorios
multifocais a difusos. Os mecanismos patoldgicos envolvidos na progressao na DC
ainda nado sao plenamente compreendidos de modo que é muito dificil prever quais
individuos irdo evoluir para esta fase (Marin-Neto et al., 2009), além de existir uma
grande variedade regional quanto as caracteristicas da morbidade cardiaca e/ou
digestiva (Coura & Dias 2009; Coura & Borges-Pereira, 2010). A patogenia da
doenca € caracterizada por processo inflamatério persistente, com resposta
antiparasitaria e/ou autoimune, associado a baixa carga parasitaria (Tarleton, 20083;
Higuchi et al., 2003; Rocha et al., 2007; Marin-Neto et al., 2008; Rassi et al., 2009;
Lattes & Lasala, 2014).

A persisténcia do parasitismo na fase tardia da infeccao (fase cronica) pode
ser claramente demonstrada nos casos de imunossupressao nos quais a
reagudizacao € observada em situagbes como transplantes (Pizzi et al., 1982; Atclas
et al., 2005; Kocher et al., 2012; Guiang et al., 2013), leucemias (Kohl et al., 1982;
Cohen et al., 2010) e coinfeccdes (ex. virus da imunodeficiéncia humana) (revisto
em Almeida et al., 2011). As manifestacdes clincas de reativacdo sdo mais severas
gue na DC aguda levando ao aparecimento de formas graves associadas a
manifestacbes cardiacas, nervosas, lesdes cutaneas e, sobretudo, de
comprometimento neurolégico (Hemmige et al.,, 2012). Segundo Pinazo e

colaboradores (2013), o estabelecimento de diretrizes de consenso internacional
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sobre o tratamento no momento adequado contribuiria enormemente para a

padronizacdo do manejo de pacientes imunossuprimidos.

1.3. Transmissao

O T. cruzi é transmitido principalmente (80-90%) por vetores invertebrados
hematofagos pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae, sendo os parasitos liberados nas fezes/urina durante o repasto
sanguineo. Os géneros mais importantes do ponto de vista da transmissdo s&o
Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius, envolvendo mais de 130 espécies, sendo que
o Triatoma infestans (nos paises do Cone Sul) e Rhodnius prolixus (Paises Andinos
e América Central) sdo as espécies melhor adaptadas ao domicilio (Lent &
Wygodzinky, 1979). Com o desmatamento e a colonizagdo de areas silvestres, a
infecgao por T. cruzi inicialmente restrita a animais silvestres (roedores, marsupiais e
outros mamiferos), passou a atingir também o homem e seus animais domésticos
em areas rurais. O ciclo de transmissao de T. cruzi envolvendo animais selvagens ja
existe ha milhdes de anos, tendo ha mais de 9000 anos atras evidéncias da infeccao
em animais domeésticos e humanos (Guhl et al., 1999; Aufderheide et al., 2004;
Ferreira et al., 2011). O que era antes fenbmeno enzodtico primitivo, na América
Latina sofreu uma evolucdo para uma antropozoonose generalizada com varias
espécies de triatomineos essencialmente silvestres em processos de ocupacao

peridomiciliar e domiciliar (Dias, 2009; Coura & Junqueira, 2012).

De um modo geral, os triatomineos habitam durante o periodo diurno frestas
das casas em areas rurais e durante a noite se tornam ativos para se alimentarem.
Eles costumam picar areas exposta da pele, como a face, dai seu nome vulgar no
Brasil ser “barbeiro”. Apds o repasto sanguineo, o inseto infectado elimina suas
fezes/urina proximas a area da picada contendo formas infectivas do T. cruzi
capazes ganhar acesso as células do hospedeiro através de mucosas, quando o
homem leva as maos contaminadas aos olhos ou nariz, e/ou via solugbes de
continuidade, como as provocadas pelo ato de cocar ou pelo orificio da picada
(Rassi et al., 2010). Desde a década de 90, o programa de controle vetorial nos
paises do Cone Sul reduziu significativamente transmissdo na regido. Paises da
Ameérica Latina, Uruguai (1997), Chile (1999), Brasil (2006), Belize (2012) entre
outras regibes endémicas, receberam certificacdo da OPAS/OMS referente a

5



interrupcdo da transmissdo vetorial por T. infestans (Silveira, 2010). Exames
sorolégicos realizados em criangcas de 0-5 anos, em 2007, indicam que a
soroprevaléncia nessa faixa etéaria foi de 0%, o que pode ser interpretado como uma
prova da interrupcdo da transmissdo vetorial da doenca de Chagas no Brasil
(Moncayo & Silveira, 2009). De fato, sdo necessarios controle e vigilancia constante,
visando a detecgcdo e eliminacdo de focos residuais, para que a interrupcao se
mantenha (Dias et al., 2008). Embora a transmissao esteja controlada nos paises
supracitados e em grande parte da Argentina, outras espécies de triatomineos séo
potenciais vetores, podendo ocupar o nicho da espécie eliminada, desafiando assim,

0 combate a doenca (Schofield et al., 2006).

A transfusdo de sangue € uma via importante de transmissdo. Na década de
80, o0 movimento migratorio rural-urbano somado ao combate vetorial, tornou a
transfusdo sanguinea o principal modo de transmissao em paises endémicos devido
ao alto percentual de doadores positivos para Chagas no Brasil e na América Latina
(em torno de 3%). A obrigatoriedade da triagem soroldgica imposta a quase
totalidade dos paises endémicos vem reduzindo o risco de transmisséo
transfusional. A infeccdo em doadores de banco de sangue em 80-90 décadas
diminuiu de 0,26%-22,47% para 0,01-8% em 2005 (Moraes-Souza & Ferreira-Silva,
2011).

Outra forma de transmissédo € por via congénita, cujo risco geral em recém-
nascidos de maes infectadas € de cerca de 5%, com 15 mil casos estimados
anualmente (Howard et al., 2014; Bonney, 2014) Embora o0s recém-nascidos
infectados possam desenvolver a sintomatologia e morrerem logo apds o
nascimento, a maioria torna-se portadora e estard sob risco de desenvolver doenca
cardiaca grave ao longo de suas vidas. Mesmo que a DC seja diagnosticada durante
a gravidez (a maioria das gravidas encontra-se na fase croénica indeterminada), o
risco de transmissdo congénita ndo pode ser evitado, pois devido a reacdes
adversas e potencial risco teratogénico, o tratamento etioldégico ndo é indicado.
Entretanto, se a infecgéo for diagnosticada e tratada durante o primeiro ano de vida,
ha quase 100% de chance de cura parasitolégica além de baixo risco de efeitos
adversos (Buekens et al., 2008; Cevallos & Hernandes, 2014; Howard et al., 2014).

A via oral de transmissao tem apresentado uma importancia crescente, com
surtos microepidémico em areas ndo endémicas para DC. No Brasil, estes surtos

envolvem comida, caldo de cana e agua contaminados com triatomineos infectados
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ou suas fezes ou com secrecdes de glandula anal de marsupiais (Shikanai-Yasuda
et al., 1991; Gus et al., 1993; Coura, 2006; Steindel et al., 2008; revisto por Shikanai-
Yasuda & Carvalho, 2012), levando a casos agudos graves, devido a uma infec¢éo
com alta carga parasitaria. Na Colémbia e Venezuela, os surtos foram relacionados
a sucos de frutas (goiaba, laranja e tangerina) provavelmente contaminados pelo
inseto (Noya et al.,, 2010). Na regido da Amazonia brasileira a infeccao oral é
considerada a principal forma de transmissdo do T. cruzi envolvendo a ingestédo de
alimentos, como por exemplo, a polpa de acai, contaminados com as excretas de
triatomineos infectados em areas onde o ciclo domiciliar do triatomineo estava sob
controle (Dias e al., 2011; Andrade SG et al., 2011a; Souza-Lima et al., 2013). No
periodo de 2000-2010, mais de mil casos agudos foram relatados em 138 surtos,
principalmente na Amazobnia brasileira, destes, 776 (71%) foram atribuidos a

ingestao de alimentos e bebidas (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012).

Outras vias de transmissao séo o transplante de 6rgao infectados e acidentes
de laboratério (revisto em Herwaldt, 2001). Embora de rara ocorréncia, a
amamentacao pode ser outra via de transmissdo da doenca, visto que ja foi
identificada a presenca de formas tripomastigotas no leite de mées na fase aguda da

doenca (Rassi et al., 2004, Norman & Lopez-Vélez, 2013).

Paralelamente aos grandes avancos obtidos pelos paises endémicos, a DC
alcancou, via processo migratorio, paises ndo endémicos da América do Norte e da
Europa, além do Japao e Australia, colocando em risco os receptores de sangue e
transplantados destes paises (Flores-Chavez et al.,, 2008; Jackson et al., 2010;
Assal & Corbi, 2011; Moraes-Souza & Ferreira-Silva, 2011). A falta de conhecimento
por parte dos profissionais de saude sobre a doencga, suas formas de transmisséo e
diagnéstico pode resultar em graves consequéncias a saude publica (Coura & Vifas,
2010; Hotez et al., 2013). Nos Estados Unidos, cinco individuos foram
diagnosticados com DC transfusional desde a década de 80 e entre 2007 e 2011
foram confirmados 1459 doadores positivos em hemocentros de 43 estados, em
especial Califérnia, Flérida e Texas. Baseado no numero de imigrantes latino-
americano e na seroprevaléncia presumida em seus paises de origem, estima-se
que 300 mil pessoas com infeccdo pelo T. cruzi vivem atualmente nos Estados
Unidos (Bern et al., 2011; Parker & Sethi, 2011). Na Europa, no periodo 1999-2009,
as estimativas sdo de mais de 80.000 pessoas infectadas com cerca de 4.000 casos



confirmados em laboratério (OMS, 2013), sendo os paises mais afetados Espanha,

Reino Unido, Italia e Suica (Perez-Molina et al., 2011).

1.4. Parasito e ciclo de vida

O T. cruzi é um protozoario, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Trypanosoma. O ciclo evolutivo do parasito envolve
hospedeiros invertebrados e vertebrados (mamiferos incluindo o Homem) (Deane et
al., 1984). No lumen do intestino do inseto, o parasito se prolifera como formas
epimastigotas que se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas na porcéo final do
intestino. Estas formas, altamente infectivas, sdo eliminadas juntamente com as
fezes e urina do vetor apds o repasto sanguineo no mamifero (Brack, 1968; Brener
& Alvarenga, 1976). No hospedeiro vertebrado, os parasitos inicialmente infectam
células presentes no sitio de inoculacdo, incluindo macrofagos, fibroblastos ou
células epiteliais; escapam do vacuolo fagolisosomal; e entdo finalizam o processo
de diferenciacdo em amastigotas ja livres no citoplasma da célula hospedeira, onde
se multiplicam por divisdo binaria. Apds varios ciclos reprodutivos, os parasitos
sofrem novamente diferenciacdo para tripomastigotas que sao liberados apds a
ruptura da célula, juntamente com amastigotas, para o espaco intercelular. Ambas
formas podem por sua vez invadir células vizinhas, infectar outros 6rgaos e tecidos
através da corrente sanguinea ou entdo serem ingeridos pelo inseto vetor, dando

continuidade ao seu ciclo de vida (De Souza, 2002a).

De acordo com as caracteristicas morfolégicas, a posicao relativa entre o
flagelo e o nucleo, a localizagcdo da bolsa flagelar e a localizagcdo e exposi¢cdo do
flagelo podemos diferenciar as trés formas evolutivas do T. cruzi: (i) tripomastigota:
forma alongada (fina ou larga), com cinetoplasto pouco compactado, arredondado
(forma de rede ou cesta) e localizado na regido posterior ao nucleo; flagelo
emergindo da bolsa flagelar, com localizag&o lateral, aderindo ao longo do corpo do
parasito, e tornando-se livre na regidao anterior; (ii) amastigota: forma arredondada,
com cinetoplasto em forma de barra ou bastdo, anterior ao ndcleo, flagelo curto que
emerge da bolsa flagelar; (iii) epimastigota: forma alongada, com cinetoplasto em
forma de barra ou bastdo localizado anteriormente ao nucleo. O flagelo emerge
da bolsa flagelar com abertura lateral, e percorre aderido a parte do corpo do

parasito, tornando-se livre na regido anterior.
8



Além de organelas caracteristicas de células eucaridticas, o T. cruzi
apresenta outras (algumas presentes também em outros parasitos da familia
Trypanosomatidae) que podem representar interessantes alvos para o desenho de
novos farmacos (De Souza, 2002b), como a sua mitocéndria Unica e altamente

ramificada, além de acidocalcisomos e glicosomos.

Os tripanosomatideos apresentam mitocondria Unica que se ramifica por todo
corpo do protozoario (Paulin, 1975), apresentando cristas tipicas, além de enzimas
comuns aos eucariotos (Meirelles & De Souza, 1980). Em regido especializada da
mitocondria, proxima ao corpusculo basal, hA uma zona densa caracterizada por
uma maior concentragdo de DNA, dando origem a uma estrutura intramitocondrial
chamada de cinetoplasto, onde se encontra aproximadamente 20-30% do DNA total
da célula (De Souza, 2009). O DNA do cinetoplasto (kDNA) é peculiar em sua
estrutura, funcdo e modo de replicacdo sendo constituido por uma rede de DNA
composta por milhares de minicirculos e dezenas de maxicirculos interconectados
(Shapiro & Englund, 1995).

O acidocalcisoma € uma organela eletrodensa, de carater acido, composta
por membrana Unica e contendo grandes quantidades de Ca®', que esta presente
em tripanosomatideos e em outros protozoarios patogénicos, como Plasmodium
berghei e Toxoplasma gondii. Estas estruturas apresentam também grandes
guantidades de orto-, piro- e polifosfato complexado com sédio, potassio, magnésio,
calcio, zinco e ferro além de aminoacidos. A acidificacdo da organela e a captacao
de calcio sdo mediadas ATPases (revisto em Docampo & Moreno, 2011; Docampo
et al., 2013). Os acidocalcisomas participam da osmorregulagédo e estdo associados
ao complexo do vacuolo contratil que é constituido por um conjunto de tabulos e
vesiculas localizado proximo a bolsa flagelar. Em condi¢cfes hipoosmaticas, ocorre a
fusdo dos acidocalcisomos com este complexo e a translocacdo de aquaporina e
sob a acdo de exopolifosfatases ocorre a transferéncia de fosfato e cations. O
gradiente osmatico gerado no vacuolo contrétil sequestra a agua, com o auxilio da
aguaporina, que é subseguentemente ejetada na bolsa flagelar contribuindo para a

regulacdo da homeostasia (Docampo et al., 2011).

O glicosomo é uma organela tipica de tripanosomatideos semelhante a
peroxisomos encontrados nas demais ceélulas eucaridticas. Ela se apresenta de
forma esférica, envolvido por membrana Unica, com matriz densa e homogénea,

estando presente em todas as formas evolutivas de T. cruzi (De Souza, 2009). Uma
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das principais caracteristicas € a presenca das sete primeiras enzimas da via
glicolitica, que abrange por 90% do conteudo proteico desta organela (Michels et al.,
2006), além de enzimas do metabolismo de purinas e pirimidina e da via das
pentoses (Penha et al, 2009). Em T. brucei, como hexoquinase e a
fosfofrutoquinase nao apresentam regulacdo alostérica, propds-se que a
compartimentalizacdo seria um modo de proteger da acumulacao de intermediarios.
De fato, a inibicdo do transporte de enzimas glicoliticas para os glicossomos exerce

um efeito deletério profundo sobre o parasito (Haanstra et al., 2008).

1.5. Tratamento

A partir da década de 50, diferentes séries de compostos foram testados sem
éxito em portadores de DC e, somente a partir da década de 60 surgiram dois
farmacos no mercado para tratamento desta patologia: os nitroderivados nifurtimox
(Nif) e Bz.

Nif € um nitrofurano desenvolvido pela Bayer e comercializado como Lampit®
a partir de 1967, mas que teve sua producdo descontinuada na década de 80.
Atualmente, Nif voltou a ser produzido pela Bayer HealthCare em El Salvador,
visando utilizacdo no tratamento combinado com eflornitina para tripanosomiase
africana (Jannin & Villa, 2007). O mecanismo de acdo de Nif envolve reducéo
nitroredutases e a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (revisto em
Docampo & Moreno, 1986). O T. cruzi é deficiente em mecanismos de detoxificacdo
para metabolitos de oxigénio, apresentando basicamente o0 sistema
tripanotiona/tripanotiona redutase (TR), exclusivo de tripanosomatideos, e baixa
atividade da superéxido dismutase; sendo deste modo mais sensivel a EROs que a
célula hospedeira, (revisto em Maya et al.,, 2007). Os efeitos colaterais mais
frequentes com Nif incluem anorexia, perda de peso, excitabilidade psiquica ou

sonoléncia e manifestacdes digestivas.

Bz é um nitroimidazol desenvolvido pela Roche em 1972 e comercializado
como Rochagan® ou Radanil®. Em 2003 a Roche iniciou processo de transferéncia
de tecnologia do Bz para o governo brasileiro ficando o Laboratorio Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (LAFEPE) responsavel pela sua producdo (Jannin & Villa,
2007). Até 2011, toda a sua producado foi realizada utilizando o principio ativo

fabricado pela Roche, quando entdo, a empresa brasileira Nortec Quimica passou a
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ser a responsavel. Todavia, producdo da matéria prima néo foi suficiente e houve
uma interrup¢ao no fornecimento do principio ativo (MSF, 2011; Manne et al., 2012).
No ano seguinte o LAFEPE retomou a producéo e distribuicdo do Bz e em parceria
com DNDi, desenvolveu uma formulacao pediatrica do medicamento (Lafepe, 2012;
DNDi, 2013). O ultimo avanco nesta area é a producdo do medicamento na
Argentina, comercializado como Abarax®, através de um esfor¢co conjunto do
Ministério da Saude argentino, do laboratério ELEA e da ONG Fundaciéon Mundo

Sano, também do mesmo pais (MSF, 2013).

O dano oxidativo no T. cruzi foi descartado como principal mecanismo de
acao de Bz, pois em concentracdes em que o nitroderivado apresentava atividade
tripanocida ndo ocorria estimulo da geracdo de ion superéxido e de peréxido de
hidrogénio (H,O,) (Moreno et al., 1982). A acdo deste composto sobre o parasito
parece estar relacionada ao dano causado pela adicdo covalente de produtos
intermediarios da nitroreducdo (radicais livres e metabdlitos eletrofilicos) a
macromoléculas (Polak & Richle, 1978; Diaz de Toranzo et al., 1988; Docampo,
1990; Maya et al., 2007). Bz é ativo sobre a forma intracelular do T. cruzi, assim
como sobre tripomastigotas sanguineos. Os efeitos colaterais mais graves com o Bz
estdo principalmente relacionados quando a dose cumulativa total alcanca 18 g
(Cancado, 2002). As manifestacbes mais comuns s&o: dermatite por
hipersensibilidade e intolerancia digestiva, podendo também ocorrer: depressédo da
medula Ossea (neutropenia, agranulocitose e trombocitopenia), polineurites e
toxicidade hepatica (Viotti et al., 2009).

Nif e Bz sdo efetivos na fase aguda e cronica recente da doenca, no entanto,
mostram pouca eficacia em infeccbes crbénicas (Coura & Borges-Pereira, 2010). De
modo geral os resultados foram considerados satisfatorios no tratamento de casos
agudos e cronicos recentes da doenca principalmente em criangas, estimando-se
uma cura parasitologica em até 80% (Cancado, 1999, 2002), indicando-se entdo o
tratamento de todos os doentes em fase aguda ou na reagudizagdo em pacientes
cronicos (Andrade et al., 1996; Cancado, 1997; Sosa Estani et al., 1998; Rassi et al.,
2000). Apesar da maioria dos estudos revelar uma baixa eficacia destes farmacos
durante a terapia de pacientes croénicos tardios, varios estudos estdo demonstrando
0os beneficios do tratamento com Bz em animais experimentais e em portadores
cronicos, reduzindo o parasitismo e a progressdo da cardiomiopatia chagasica

cronica (CCC), assim como aumentando o numero de negativacdes soroldgicas
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(Garcia et al., 2005; revisto em Viotti et al., 2006). No entanto, a cura parasitologica
dos pacientes tratados, avaliada por métodos parasitolégicos como Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), fica em torno de 20% (Garcia et al., 2005; Martins et
al., 2008; Fernandes et al., 2009).

O tratamento de pacientes na fase cronica da doenca ainda € motivo de
discussao, apesar dos resultados alcancados até o momento no projeto BENEFIT
(Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis) e de dados clinicos de
outros grupos no Brasil (Rassi et al., 2000; Cancado, 2002) e Argentina (Viotti et al.,
2006) apontarem que o tratamento tenha um impacto positivo sobre a inibicdo da
evolucgédo clinica da CCC (revisto em Marin-Neto et al., 2009, Machado-de-Assis et
al, 2013; Viotti et al., 2014). Assim, a recomendacdo de tratamento em portadores
cronicos na fase tardia (em especial os sintomaticos) ndo € um consenso e deve ser

avaliado caso a caso (Andrade et al., 2011).

Além da controvérsia do uso de nifurtimox e Bz para o tratamento de
portadores crbnicos, estes compostos apresentam eficacia variavel na fase aguda,
de acordo com a idade do paciente, estando também relacionada a area geografica,
principalmente devido a diferencas na susceptibilidade dos estoques do T. cruzi
(Filardi & Brener, 1987; Murta & Romanha, 1998). Além disso, estes compostos
apresentam efeitos colaterais, podendo levar ao abandono do tratamento e/ou
internacdo dos pacientes (Coura & De Castro, 2002; Rassi Jr et al., 2009). Devido as
limitacbes do tratamento da DC, esforcos continuos tem sido realizados na busca
por novos farmacos que possam substituir ou ser administradas em combinacgéo

com Nif e Bz.

Desta forma, diversas vias metabodlicas do parasito tém sido investigadas
como possiveis alvos terapéuticos. Alvos moleculares em T. cruzi considerados
promissores para 0 desenho de novos farmacos incluem as enzimas hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase (Wenck et al., 2004), cisteina proteases (Sajid et al.,
2011), topoisomerases (Zuma et al., 2011), 14-a-desmetilase dependente de
citocromo P-450 (CYP51) (revisto por Buckner, 2008), esqualeno sintase (Urbina,
2002; Sealey-Cardona et al., 2007), farnesil pirofosfato sintase (Szajnman et al.,
2005), farnesil transferase (Hucke et al., 2005; Kraus et al., 2009) e dihidrofolato
redutase (Schormann et al, 2010). A combinacéo de diferentes compostos visando
uma maior eficacia e menor toxicidade também é uma estratégia terapéutica usada

com frequéncia (Coura, 2009).
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Alguns exemplos de compostos em fase pré-clinica sdo o fexinidazol, um
derivado 5-nitroimidazélico redescoberto pela DNDi e que também estd em estudo
clinico de fase Il/lll para o tratamento da tripanosomiase africana (Bahia et al.,
2012), anélogos de diamidinas (Soeiro et al., 2013a), oxaborol (Bustamente et al.,
2014) e inibidores da CYP51 como o fenarimol (Keenan et al., 2013) e 0 N-1-(2,4-
diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1-il)etil)-4-(5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-yl)benzamida  (VNI)
(Soeiro et al., 2013b). Ainda, a vinilsulfona K777, inibidora da protease cruzaina, tem
mostrado eficacia em modelo murino de infec¢do por T. cruzi e se encontra em fase

de testes pré-clinicos (McKerrow et al., 2009).

Em 2011, trés ensaios clinicos de fase Il foram iniciados com o uso de dois
azoles inibidores da CYP51: o posaconazol (um anélogo estrutural do itraconazol) e
o E1224, uma pro-farmaco do ravuconazol. Ambos séo derivados triazélicos que
inibem CYP51 (Urbina, 2009). Dois estudos clinicos foram feitos com posaconazol,
STOP-CHAGAS (em Argentina, Colombia, Mexico e Venezuela) com resultados
esperados até 2014 e CHAGASAZOL (Barcelona, Espanha) finalizado em Marco
2013 (resultados nédo postados em http://clinicaltrials.gov/show/NCT01162967, até o
dia 14 de maio de 2014). O outro estudo usando o composto E1224 (DNDi/Eisai
Pharmaceuticals), foi realizado na Bolivia. Dados ainda ndo publicados revelaram
altas taxas de falha terapéutica de ambos azoles ap6s 12 meses de seguimento dos
portadores tratados e avaliados pela técnica de PCR. Além disso, outras
desvantagens dos derivados azélicos, como o posaconazol, sdo alto custo,
complexidade de producéo e ocorréncia de resisténcia (Urbina, 2009; Lepesheva et
al., 2010, 2013).

De acordo com a OMS e o DNDi, as caracteristicas essenciais necessarias
para um novo agente anti-T. cruzi incluem: (a) alta atividade contra tripomastigotas
sanguineas e amastigotas intracelulares; (b) alta atividade contra diversas cepas do
parasito; (c) atividade comprovada nas fases aguda e cronica da doenca; (d)
tratamento por administracéo oral e preferencialmente com poucas doses; (e) baixa
toxicidade ao paciente, sendo o medicamento disponivel a criangas, adultos e
mulheres em fase reprodutiva; e (f) estabilidade (resisténcia a variacdes de
temperatura, por exemplo) e baixo custo de producédo e comercializacdo (Nwaka &
Hudson, 2006).
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1.6. Diamidinas arométicas e analogos

Diamidinas aromaticas (DAS), que tem como protoétipo a pentamidina (Fig. 1),
representam uma importante classe de compostos utilizados em abordagens
terapéuticas contra tumores e apresentando também excelente atividade contra
diversos patdgenos. DAs foram inicialmente testadas em T. brucei e desde entdo
sua acdo tem sido avaliadas em diversas infeccOes parasitarias (revisto em Soeiro et
al., 2005). Atualmente, a pentamidina € utilizada na clinica para o tratamento de
leishmanioses, da tripanosomiase africana e durante o tratamento de pneumonias
causadas por P. jiroveci, em especial em pacientes imunossuprimidos (revisto em
Werbovetz, 2006). No entanto, apesar de sua comprovada atividade antiparasitaria,
esta DA apresenta biodisponibilidade oral limitada, devido ao valor elevado de pKa
atribuido ao grupamento funcional amidinico (RC(=NH)NH), além de poder induzir
efeitos colaterais, como cardiotoxicidade, hepatoxicidade e diabetes. Neste sentido,
muitos analogos e derivados foram sintetizados e testados in vitro e in vivo com
objetivo de aprimorar sua seletividade e propriedades farmacolégicas (Werbovetz,
2006; Wilson et al., 2008, Wang et al., 2010). Na ultima década, a pafuramidina
(DB289), um pro-farmaco da furamidina (DB75) (Fig. 1) administrada por via oral,
demonstrou eficacia contra da tripanosomiase africana em ensaio clinico de fase Il
Todavia, 0 ensaio clinico estendido de seguranca (fase 1) evidenciou nefrotoxicidade
tardia levando a interrupcdo de todo estudo (Paine et al., 2010).

/o /A

o o
HN HH MOCH; NOCH 3

DB75

NHz HHz NHy DB289 HHz

0\/\\\/\\\/0
HN NH

Pentamidina
MH;z HHz

Figura 1: Estruturas quimicas de DB75, DB289 e pentamidina.

DAs classicas formam complexos - ndo covalentes e nao intercalantes - com a

fenda menor do DNA em sequéncias ricas em A-T, sendo capazes de induzir

14



alteracdes em sua organizacao e topologia (Wilson et al., 2008). Esta caracteristica
representa um importante alvo de acao tripanocida, devido ao grande conteudo de
adenina e timina no KDNA. No entanto, estudos tém demonstrado que a DB75 é
também capaz de se associar com regides ricas em G-C, apesar de forma menos
frequente e menos intensa (Bailly et al., 2005). Devido a propriedade fluorescente
desta classe de compostos, é possivel acompanhar sua distribuicdo por microscopia
de fluorescéncia além de avaliar seu efeito ultraestrutural em parasitos através da
analise por microscopia eletrénica de transmissdo. De fato, dados demonstraram
nao s6 acumulo, mas também alteracdes significativas no nucleo e na mitocondria
de diferentes tripanosomatideos (Lanteri et al., 2006; Mathis et al., 2006, 2007;
Batista et al., 2010a,b). Entretanto, a ligacdo ao DNA pode ser apenas uma etapa
inicial do mecanismo de acéo, seguida de alteracdes topoldgicas que poderiam levar
a instabilidade e destruicdo do DNA, bem como a alteracbes na interacdo DNA-
proteina, e consequente inibicdo da transcricdo e/ou da replicacdo (Soeiro et al.,
2009). De fato, ndo ha uma correlacéo direta entre o grau de interacdo ao DNA e a
atividade tripanocida em diamidinas (Mathis et al., 2007; Daliry et al., 2009). A
natureza catibnica da pentamidina permite seu acumulo na mitocdndria, podendo
levar ao colapso do potencial da membrana mitocondrial, resultando na sua
permeabilizacdo e ativacdo da morte celular por apoptose (Soeiro et al., 2005;
Werbovetz, 2006; De Souza et al. 2006). Em estudos com L. mexicana foi observado
gue em cepas resistentes a pentamidina, apesar do farmaco atravessar a membrana
plasmética, ela ndo se acumula eficientemente na mitocéndria ndo favorencendo
ligagdo ao kKDNA (Basselin, 2002).

Assim, apesar do esforco de muitos grupos de pesquisa, ndo foi possivel
estabelecer um Unico mecanismo para a atividade antiparasitaria da diamidinas,
tendo sido sugeridos diferentes alvos, como DNA nuclear e mitocondrial,
microtubulos, acidocalcisomas, inibicdo de proteases, polimerases, proteina quinase
e da sintese de fosfolipidios, além de distirbios no metabolismo de poliaminas
(Soeiro et al., 2005; Werbovetz, 2006; Mathis et al., 2006; revisto em Soeiro et al.,
2013a).

Neste contexto, o Laboratorio de Biologia Celular em colaboragcdo com grupos
de quimica medicinal, como os Drs. David Boykin (Georgia State University, Georgia,
EUA) e Richard Tidwell (University of North Carolina, North Carolina, EUA), tem

obtido interessantes resultados em estudos in vitro e in vivo relacionados a acao

15



anti-T. cruzi de diamidinas. Dentre esta classe de compostos se destacam as
arilimidamidas (AIAs) que apresentam expressiva atividade contra diversos
microorganismos incluindo Leishmania sp. (Stephens et al., 2003; Wang et al., 2010;
Zhu et al., 2012), Neospora caninum (Debache et al., 2011; Schorer et al., 2012),
Besnoitia besnoiti (Cortes et al., 2011) e Echinococcus multilocularis (Stadelmann et
al., 2011). AlAs - anteriormente denominadas amidinas reversas - diferem das
diamidinas, por apresentarem o grupamento amidina (RC(=NH)NH,) ligada ao
ndcleo aromatico da molécula através de um atomo de nitrogénio, ao invés de estar
ligado por um atomo de carbono (Fig. 2).

Com valores menores de pKa (~7) e maior lipofilicidade em comparagdo com
diamidinas classicas como pentamidina e DB75, as AlAs apresentam atividade
superior (>200x) sobre formas intracelulares de Leishmania devido ao aumento da
permeabilidade (Rosypal et al., 2008; Wang et al., 2010).

Arilimidamida (DB613A)

Figura 2: Diferencas estruturais entre DAs (DB569) e AlAs (DB613A)

Em nosso laboratorio foi observado que enquanto a pentamidina apresenta
baixa atividade in vitro sobre tripomastigotas sanguineos de T. cruzi (ECsp > 32 uM),

outras DAs sao ativas na faixa do submicromolar (De Souza et al., 2004; Pacheco et
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al., 2009; Batista et al., 2010a,b; Daliry et al., 2011). Entre as DAs, temos a DB75,
uma bis-amidina difernilfuranica comumente referida como furamidina, ativa sobre
uma gama de microorganismos patogénicos (Tidwell & Boykin, 2003). Em nosso
laboratorio foi estudada a atividade tripanocida e leishmanicida de DB75 e seu
analogo fenil substituido DB569, ambos com propriedades similares de ligacdo ao
DNA. DB569 foi significantemente mais potente que a DB75 sobre formas
tripomastigotas e amastigotas intracelulares. Por microscopia de fluorescéncia foi
observado que ambas as diamidinas se localizam principalmente no nucleo da célula
hospedeira e no nucleo e cinetoplasto do parasito e, por microscopia eletrbnica,
mostrou importantes alteracées na morfologia destas duas organelas (De Souza et
al., 2004). Em ensaios in vivo, DB569 (i) reduziu parcialmente a mortalidade dos
animais infectados e tratados, (ii) baixou os niveis de creatinina e aminotransferase,
demonstrando um papel de protecdo na lesdes hepéaticas e renais induzidas pela
infeccdo, (iii) diminuiu significativamente a carga parasitaria cardiaca, prevenindo
alteracbes cardiacas elétricas e, (iv) reduziu os niveis de linfécitos TCD8+ no
coracdo de animais infectados em relacédo tanto ao grupo apenas infectado quanto
ao infectado e tratado com Bz (De Souza et al., 2007). Uma outra DA analisada foi a
DB1362 (Fig. 3), uma diamidina do tipo diariltiofeno apresentou valor de ECso de 6,6
uM e proporcionou reducgdo parcial (40%) dos niveis de parasitemia em modelo
experimental de infeccdo aguda de camundongos infectados com T. cruzi cepa Y
(Da Silva et al., 2008).

CH3 Br

/

HN DB1362 NH,

Figura 3: Estrutura quimica da DA DB1362

Estudos com AlAs mostraram a elevada atividade bioldgica contra T. cruzi de
uma série de analogos, em especial a DB745, DB766, DB1831 e DB1852 (Fig. 4),
gue apresentaram maior eficacia que as diamindinas pentamidina e furamidina e da
substancia quimica de referéncia, como o Bz (De Souza et al., 2004; Da Silva et al.,

2007; Pacheco et al., 2009).
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Figura 4: Estruturas quimicas das AlAs DB745, DB766, DB1831 e DB1852.

/

A DB766 apresentou uma atividade muito superior (>260x) (ECso = 60 nM,
Batista et al., 2010a) em relagdo a DB75 (ECsp = 16000 nM, De Souza et al 2007)
sobre formas sanguineas de T. cruzi (Tabela 1). Em estudos com uma série de
analogos relacionados, foi observado que pequenas modificacbes na estrutura
guimica sdo capazes de aumentar a seletividade e a eficacia, o que pode ser
explicado, como acima citado, pela maior lipofilicidade destes anélogos, assim como
pelos menores valores de pKa das AlAs, facilitando sua passagem através de
membranas celulares. Estas caracteristicas sdo de fato muito desejaveis para um
novo farmaco, especialmente na fase crénica da DC, permitindo atravessar as
membranas das células do hospedeiro e do parasito, e alcangar o(s) alvo(s) no
parasito. Em formas amastigotas, a DB766 apresenta atividade em concentracdes
nanomolares (ECso = 25 nM) e elevada seletividade (IS > 424), apresentando efeitos
importantes em diferentes cepas isoladas de vetores e marsupiais presentes em
ciclos peridomiciliares e silvestres de diferentes regibes do Brasil além daquelas
naturalmente resistentes a Bz e Nif (Colombiana e YuYu) (Batista et al., 2010a).
Algumas AlAs como DB745, DB766 e DB1831 mantém a atividade a 4°C na
presenca de 96% de sangue, apresentando atividade superior (>30x) que a violeta
de genciana, a substancia quimica de referéncia para quimioprofilaxia em bolsa de
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sangue (Batista et al., 2010a, 2011; Da Silva et al., 2011a, 2012). Estes resultados
demonstram a potencial aplicagdo na profilaxia da transmisséo transfusional da DC,
0 que é de fato outra atual e importante demanda.

Tabela 1: Atividade de DAs e AlAs sobre formas tripomastigotas cepa Y

ECso/24h

Composto (uM) Referéncia

N>
HN NH > 32 De Souza et al., 2004
Pentamidina
NH,

NH,

o
HN 16 De Souza et al 2007
NH
NH; NH,

DB75
(o]
HN NH
2,2 De Souza et al., 2004
NH HN
DB569
CHg Br

HN WNH 6,6 Da Silva et al., 2008
HoN DB1362 NH,




/\O / \ O/\
O O
HN NH 0,015 Da Silva et al., 2011b
| N NH DB745 HN | N
N N A
(6]
O 0,060 Batista et al., 2010a
HN NH
C{KNH HN)\(j
N DB766
Z DB1960 (mesilato) NN F
o
0,020 Da Silva et al., 2012
HN NH
N N
\ NH HN \
| DB1831 |
N DB1965 (mesilato) N A
O / \ fo)
o
0,060 Da Silva et al., 2011a
HN NH
\ NH HN \
DB1852 |
N DB1955 (mesilato) N A

20




Andlises in vivo da DB766, demonstraram supressdo da parasitemia e do
parasitismo cardiaco em camundongos, demonstrando eficacia similar ao Bz sobre
infeccdo pelas cepas Y e Colombiana. Utilizando o esquema terapéutico de até 50
mg/kg/dia (10 dias, via intraperitoneal) houve 100% de sobrevida dos animais
(Batista et al., 2010a). Entretanto, apesar dos excelentes resultados, ndo se verificou
cura parasitolégica, avaliada por hemocultivo e PCR, o que também n&o foi

observado com Bz (Batista et al., 2011).

De um modo geral as AlAs sdo sintetizadas na forma de cloridratos e
apresentam baixa solubilidade, inviabilizando a administragdo por via oral. Uma
forma de contornar este problema é sintese na forma de sais mesilados (CH3SO3).
A forma mesilada da DB766, a DB1960, quando administrada por via oral (100
mg/kg/dia por 5 dias) foi capaz de reduzir a parasitemia em apenas 46% 0 que pode
estar relacionada ao seu menor acumulo no coracao e plasma, importantes alvos de

infeccdo e inflamacé&o no curso desta infec¢cdo parasitéria (Zhu et al., 2012).

Outra AlA extremamente ativa in vitro foi a DB1852, que apresentou ECsp nO
valor de 60 nM sobre formas tripomastigotas da cepa Y (Da Silva et al., 2011a).
Quando avaliada in vivo, seu analogo mesilado, a DB1955 néo levou a reducao
significativa da parasitemia (Zhu et al., 2012). A semelhanga do que foi observado
com a DB1960, é possivel que o aumento da solubilizagdo da DB1955 com a
mesilacdo, possa ter reduzido a permeabilidade e, portanto levando a um menor
acumulo do composto nos 6rgéo alvo da infeccao pelo T. cruzi (em especial tecidos
musculares - como coragdo), resultando em baixa eficacia in vivo (Soeiro et al.,
2013a).

Outro ponto que vale ressaltar é a diferenca nas atividades das AlAs sobre as
diferentes formas de T. cruzi. Enquanto DB766, DB1955 e DB1852 apresentam
efeitos similares sobre tripomastigotas sanguineas (ECso = 60-70 nM), a primeira AlA
€ muito mais potente sobre formas intracelulares (ECso = 25 nM, 180 nM, 538 nM
para DB766, DB1955 e DB1852, respectivamente). Embora a correlacao direta entre
o efeito in vitro e in vivo nem sempre seja observada, resultados acumulados no
nosso laboratério assim como por outros grupos sugerem que a atividade sobre
amastigotas intracelulares - que sdo as formas reprodutivas no hospedeiro
vertebrado - é um determinante mais confidvel na sele¢cdo de compostos para a

passagem para ensaios in vivo (De Castro et al., 2011).
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A excelente atividade da DB766 motivou o desenho e a sintese de novos
compostos relacionados, como por exemplo, a DB1831 (Da Silva et al., 2012). Esta
AIA demonstrou formidavel atividade sobre tripomastigotas sanguineos (ECsp = 20
nM) e, assim como a DB766, manteve esta atividade a 4 °C em presenca de sangue
de camundongo. Quando avaliada sobre amastigotas interiorizadas em culturas de
célula cardiaca, a DB1831 apresentou ECso de 5 nM. Devido a baixa solubilidade
desta AIA, em ensaios subsequentes in vivo, foi utilizada a sua forma mesilada, a
DB1965. A administracdo de DB1965 por via i.p. por 5 dias consecutivos a partir do
inicio da parasitemia, suprimiu 0s niveis parasitémicos em 93 e 99% nas doses de
12,5 e 25 mg/kg/dia, respectivamente. Realizando o tratamento com a dose de 12,5
mg/kg/dia por 10 dias foi observada supressao (>99%) da parasitemia e sobrevida
de > 90% dos animais, a semelhanca do Bz. Porém, periodos mais longos de
tratamento ndo foram utilizados devido a hiperatividade (reversivel) observada nos
animais. Em ensaio subsequente, a 5 mg/kg/dia DB1965 foi combinada com a dose
sub-6tima de Bz (50 mg/kg/dia) e os animais foram tratados por 20 dias
consecutivos (Da Silva et al., 2012), o mesmo protocolo usado anteriormente na
combinacdo do Bz com DB766 (Batista et al., 2011). No entanto, a terapia
combinada por 20 dias n&o resultou em altras taxas de cura terapéutica assim como
também néo foi observada pelo uso do farmaco de referéncia na dose 6tima (100
mg/kg/dia). Com relacdo a toxicidade, vale ressaltar que a DB1965 apresentou

menor tolerabilidade em relacdo a DB766 (Da Silva et al., 2012).

O uso combinado de compostos representa uma alternativa terapéutica para se
potencializar o tratamento e reduzir os efeitos adversos. Todavia, apesar da
expectativa de efeitos promissores na associacdo de AlAs e Bz, nenhuma induziu
cura parasitologica (Batista et al., 2011; Da Silva et al., 2012), possivelmente devido
ao protocolo altamente estringente/rigoroso (camundongos machos, apenas 20 dias
de tratamento iniciado logo apos a confirmacéo da parasitemia). De fato, estudos
anteriores realizados em modelo murino de infec¢do por T. cruzi, que relataram altos
percentuais de cura parasitolégico, realizaram protocolos diferentes utilizando
fémeas (0 macho é mais sensivel a infec¢éo) (De Souza et al., 2001), periodos mais
longos de tratamento (= 40 dias) ou utilizando esquema abortivo (iniciando o
tratamento 24 h apds a inoculagéo os parasitas) (Urbina et al., 1998; Molina et al.,
2000; Bustamante et al., 2008).
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Visto que a diferenca estrutural entre DB766 e DB1965 (forma mesilada de
DB1831) (Fig. 4) refere-se ao grupamento terminal, piridina (1 atomo de nitrogénio
no anel benzénico) e pirimidina (2 nitrogénios) respectivamente, as diferengcas na
toxicidade e eficacia entre essas duas AlAs podem ser atribuidas a esta pequena
modificacdo. Assim, novos estudos sdo necessarios para compreender este efeito,
permitindo o desenho de novas AIAs contendo estes grupamentos, que Sao

importantes para a atividade sobre T. cruzi.

Quando outros candidatos a farmacos anti-T. cruzi, como ravuconazol e o
inibidor de protease K777 (McKerrow et al., 2009), sdo comparados com DB766
(ECso = 25 nM) (Batista et al., 2010a), eficacia similar é verificada sobre amastigotas
intracelulares e semelhante indices de supressdo de parasitemia in vivo, o que
justifica a continuidade dos estudos com novas AlAs sobre a infec¢do parasitaria
envolvendo microrganismos intracelulares (Soeiro & De Castro, 2009). Assim, 0s
resultados alcancados pelo nosso grupo sustentam testes in vitro e in vivo sobre o
potencial antiparasitario de novos analogos de amidinas, incluindo AlAs, visando a

identificacdo de potenciais agentes anti-T. cruzi, objeto da presente dissertacao.

23



24

2. OBJETIVOS



Objetivo geral

Analisar através de estudos pré-clinicos a acado de novas amidinas arométicas

sobre a infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi.

Objetivos especificos

v

Determinar a toxicidade in vitro de novos analogos de amidinas aromaticas

sobre células de mamiferos (cardiomidcitos de cultivo primario).

Avaliar a atividade tripanocida in vitro de novas amidinas aromaticas e analogos
sobre tripomastigotas sanguineos e amastigotas intracelulares de T. cruzi,

comparando-as com a substancia quimica de referéncia (benzonidazol).

Determinar a janela terapéutica dos compostos testados in vitro através do
calculo do indice de seletividade (raz@o entre valores de LCsy e ECsp) visando

subsequente andlise in vivo.

Analisar o efeito toxico e atividade tripanocida de analogos de amidinas
aromaticas com elevado indice de seletividade em modelo murino de infecgéo

experimental pelo T. cruzi.
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3. RESULTADOS



3.1. Artigo #1

Timm BL, Da Silva PB, Batista MM, Farahat AA, Kumar A, Boykin DW, Soeiro MNC.
In vitro investigation of the efficacy of novel diamidines against Trypanosoma

cruzi. Parasitology 2014, no prelo.

Estado do conhecimento quando da concepcéao do trabalho:
» Diamidinas  aromaticas  apresentam excelente  atividade  sobre
tripanosomatideos.
Questdes propostas:
1. Avaliar a atividade antiparasitaria, toxicidade e seletividade in vitro de 10
novas diamidinas sobre tripomastigotas sanguineas e amastigotas de

Trypanosoma cruzi.

2. Correlacionar a estrutura com a atividade das dez diamidinas estudadas.
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3.2. Artigo #2

Timm BL, Da Silva PB, Batista MM, Guedes da Silva FH, Da Silva CF, Tidwell RR,
Patrick DA, Kilgore Jones S, Bakunov SA, Bakunova SM, Soeiro MNC In vitro
and In vivo biological effect of novel arylimidamide derivatives against
Trypanosoma cruzi. Antimicrob Agents Chemother 2014;58(7):3720-3726.

Estado do conhecimento quando da concepcéao do trabalho:
» Arilimidamidas s&@o analogos de diamidinas arométicas com excelente

atividade sobre tripanosomatideos.
Questdes propostas:

1. Avaliar a atividade antiparasitaria, toxicidade e seletividade in vitro de 8 novas
arilimidamidas sobre tripomastigotas sanguineas e amastigotas de
Trypanosoma cruzi

2. Correlacionar a estrutura com a atividade das oito arilimidamidas estudadas.

3. Avaliar a toxicidade aguda e a eficécia in vivo da AIA 18SAB075, comparando

com o farmaco de referéncia, Bz, através do uso de modelo experimental de

infeccédo aguda sobre T. cruzi.
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4. DISCUSSAO



Apo6s mais de um século de sua descoberta, a doenca de Chagas (DC) ainda
representa um grande problema de saude publica resultando em perdas econdémicas
de 1,2 bilhdes de ddlares/ano, afetando 10% dos 100 milhdes de individuos mais
pobres da América Latina (Lee et al., 2013). O T. cruzi esta presente nas Ameéricas
ha milhares de anos, muito antes da colonizacdo humana, apresentando uma
grande variedade de vetores e reservatérios, de modo que uma eventual
erradicacdo da DC seria impossivel, pois envolveria a eliminagdo de mais de 100
espécies de animais e 150 espécies de triatomineos (Coura, 2013). Portanto, o que
podemos desejar é o controle da transmissdo (vetorial domiciliar e oral, via
transfusional, vertical e por transplantes) pela manutencao de politicas de vigilancia
em saude, educacédo e controle epidemioldgico, além da oferta de tratamentos mais

eficazes, especialmente para fase cronica desta doenca, e de acesso universal.

De fato, nas ultimas décadas o controle vetorial e transfusional da DC
diminuiu significativamente o numero de novas infecbes, através de politicas
publicas regionais e horizontais coordenadas na Ameérica Latina, como por exemplo,
as Iniciativas do Cone Sul e o Pacto Andino, que tiveram por principais objetivos a
eliminacdo de vetores domeésticos (pelo tratamento quimico e melhoramento de
moradias), triagem soroldgica de doadores de sangue, diagnéstico e tratamento da
transmissao congénita e de todos os casos agudos (Bonney, 2014). A interrupcéo da
transmissao vetorial foi certificada pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS) em diversos paises da América Latina, incluindo no Brasil, em 2006 (OPAS,
2014).

Além da necessaria manutencdo de vigilancia entomoldgica, a alteracdo do
guadro epidemiolégico no Brasil associado a transmissdo por alimentos
contaminados com as fezes do T. cruzi, demanda um novo modelo de vigilancia
baseado na deteccéo rapida de casos agudos e surtos na Amazonia Legal, e que
possa ser feita juntamente com a vigilancia epidemiologica da malaria, por exemplo.
Segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), em
2012 foram notificados 168 casos no Brasil, com 142 casos apenas no estado do
Para. Se incluirmos os casos em que a via de transmissao € ignorada, a transmisséo

por via oral pode chegar a representar mais de 90% dos casos (MS, 2014).

O uso do Bz encontra-se atualmente em uma mudanca de paradigma, pois
além da recomendacéo pela OMS e Ministério da Saude do Brasil de tratamento de

todos os casos agudos e crénicos recentes (idade até 15 anos), ha evidéncias de
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prognastico positivo no tratamento da DC crénica tardia (Viotti et., 2014). Além disso,
desde 2012, importantes avancos foram obtidos na cadeia logistica do Bz: (i) sua
maior disponibilidade ap6s uma escassez global e total por mais de um ano de sua
producédo e liberacdo, muito embora ainda sejam insuficientes para tratamento da
totalidade de portadores diagnosticados, (i) o anuncio de novas formulacdes
pediatricas (no Brasil pela LAFEPE e na Argentina pela ELEA e Mundo Sano), e (iii)
sua inclusdo na Lista de Medicamentos Essenciais para criancas da OMS (Dias et
al., 2014). O acesso a medicacao ainda permanece um desafio, pois diferentemente
do Brasil, varios paises ndo possuem um servi¢o de saude universalizado e gratuito.
No México, onde ha uma prevaléncia de mais de 1 milhdo de individuos infectados,
estima-se que menos 0,5% receberam tratamento (Manne et al., 2013). A
confluéncia de uma doenca com uma longa fase assintomatica, sintomas clinicos
gue ndo sdo claramente percebidos como consequéncia da infec¢cdo e que afetam
populacbes marginalizadas resultou em uma silenciosa crise de saude publica
(Gascon et al., 2014).

Ao longo das ultimas décadas, desde introducdo do Bz e do Nif na clinica
meédica, observou-se atraso consideravel na identificacdo de novos farmacos para o
tratamento da DC, possivelmente devido: (i) ao conceito anterior equivocado de que
na fase crbnica o parasitismo estava ausente e que nao havia relacdo entre parasito
e a patologia da DC (teoria autoimune), desta forma néo indicando o tratamento
etiologico, (ii) a falta de investimentos em pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico
(DT) nessa area e, auséncia de (iii) de protocolos padronizados e reprodutiveis
(Romanha et al., 2010). Em 2012, o financiamento global para pesquisa e DT em DC
foi de cerca de 32 milhdes de doblares, representado meramente 1% de todo
montante gasto em doencas negligenciadas, principalmente através de

financiamento publico (Soeiro et al., 2009; Gascon et al., 2014).

As limitacbes do tratamento atual da DC requerem a procura por novos
farmacos que possam substituir Bz e Nif e/ou que possam ser administradas em
combinacdo com estes nitroderivados. Mesmo com o grande numero de novas
classes de compostos testados em estratégias baseadas em alvos celulares e
moleculares e mesmo reposicionamento de velhos farmacos, até o momento, nao
dispomos de alternativas a terapéutica atual da DC. Também € importante
considerar que mesmo que uma triagem por ensaios automatizados (high-

throughput) de bibliotecas de compostos permita identificar compostos lideres,
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modelos in vitro padronizados com células integras associados a modelos in vivo
sdo fundamentais para a caracterizacdo fenotipica de atividade biol6gica de novas
moléculas de fato promissoras (Don & loset, 2014).

Desde a identificacdo da atividade da pentamidina sobre a tripanosomiase
africana, as DAs tem sido reconhecidas como agentes antiparasitarios promissores,
apresentando efeitos marcantes contra uma gama de agentes patogénicos que
causam patologias negligenciadas, provavelmente devido a afinidade desta classe
de compostos por regides do DNA enriguecidas em bases A-T, abundantes por
exemplo, no KDNA de tripanosomatideos e no nucleo de Plasmodium (Soeiro et al.,
2009). Todavia devido a baixa biodisponibilidade por via oral e aos efeitos adversos
associados a pentamidina e a outras amidinas classicas, novos analogos tem sido
sintetizados e avaliados em sistemas in vitro e in vivo (Soeiro et al., 2013a). Em T.
brucei j& foram testadas mais de 2000 diamidinas, das quais cerca de 500
apresentaram ECsg abaixo de 200 nM e seletividade in vitro acima de 1000 (Maser et
al., 2012). Em T. cruzi, DAs como DB569 e DB1362, avaliadas por nosso grupo
apresentaram atividade in vitro na faixa micromolar (2,2 e 6,6 uM, respectivamente).
Ensaios in vivo demonstraram um parcial papel protetor destes compostos pela
reducdo dos niveis de carga parasitaria e protecdo contra a mortalidade (De Souza
et al., 2006; Da Silva et al., 2008)

Entre os compostos relacionados os analogos das DAs, as AlAs se destacam
pela superior atividade sobre diferentes parasitas intracelulares (Soeiro et al.,
2013a). Dados publicados pelo nosso grupo demonstram que em T cruzi, as AlAs
como DB766, DB745, DB1831 e DB1852 apresentam efeito antiparasitario superior
as DAs e ao Bz (Da Silva et al., 2007, 2012; Pacheco et al., 2009; Batista et al.,
2010a,b, 2011) e como as DAs classicas, também se ligam a fenda menor do DNA
(Chai et al.,, 2014). Neste contexto, na presente dissertacdo tivemos por objetivo
explorar a acéo tripanocida de novos derivados amidinicos com atividade in vitro e in
vivo sobre o T. cruzi, e que possam ser identificados como compostos lideres e

candidatos para o tratamento etiologico da doenca de Chagas.

No Artigo #1, a atividade de 10 novos compostos amidinicos sintetizados pelo
grupo do Dr. Boykin (Georgia State University/USA) foi avaliada sobre as duas
formas de T. cruzi relevantes a infeccdo no hospedeiro vertebrado: formas
tripomastigotas sanguineas e amastigotas intracelulares além de avaliar a toxicidade
sobre células de mamifero. Os compostos estudados podem ser divididos em dois
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grupos de amidinas: (a) pequenas benzamidinas (DB2242, DB2243, DB2248,
DB2249 e DB2250) e (b) grandes moléculas benzimidazdlicas (DB2238, DB2239,
DB2240, DB2246 e DB2247).

Em relacdo as pequenas benzamidinas, observamos nos ensaios com T.
cruzi que a DB2242 e a DB2243 (Fig. 5), ambas anélogas da furamidina (DB75)
(Fig. 1) que possui espagador do tipo furano, foram inativas sobre as duas formas do
parasito. Comparadas a DB75, que apresenta modesta atividade sobre
tripomastigotas (De Souza et al., 2004), a substituicdo por espacadores do tipo uréia
ciclica aboliu completamente a atividade de DB2242 e DB2243. As outras trés
amidinas deste grupo, que apresentam espacadores do tipo anel pirrélico (DB2248,
DB2249 e DB2250) mostraram atividade superior ao Bz, exibindo valores de ECsg

entre 4,0-6,4 uM para formas sanguineas apos 24 h de incubacéo.
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Figura 5: Estruturas quimicas de DB2242 e DB2243.

Em relacdo a atividade das amidinas benzimidazolicas grandes sobre
tripomastigotas sanguineos, com excecéo de DB2238 (ECso = 18,3 uM), todas foram
mais ativas que o Bz, resultando em valores de ECsy entre 2,4 e 8,1 uM apés 24 h
de incubac&o. E interessante observar que entre duas amidinas isoméricas (DB2238
e DB2246) (Fig. 5) foram observadas diferengas de cerca de 3 vezes na atividade
sobre tripomastigotas, sendo que aquela com o grupo N-metila na posicdo meta do
grupo amidina (DB2246) foi a mais efetiva. O composto mais ativo foi o DB2247 que
apresenta anéis terminais contendo grupos N-metil na posicao meta (ECso de 2,4 uM
para formas sanguineas e 13,7 uM para intracelulares), sendo cerca de 2,5x mais

ativo que o DB2246, seu analogo mono-N-metilado.
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As 10 diamidinas foram entdo ensaiadas sobre formas amastigotas da cepa
Tulahuen transfectada com o gene da B-galactosidase, o que permite a avaliacdo da
atividade por método colorimétrico. Como resultado, cinco compostos (DB2238,
DB2239, DB2242, DB2243 e DB2246) foram inativos (ECso > 32 uM). Os demais
compostos, incluindo a DB2247 que havia sido o mais eficaz sobre tripomastigotas,
apresentaram modesta atividade apds 96 h de incubacdo com valores de ECsg
variando entre 12,3 e 24,2 pM. A diamidina mais ativa contra as formas

intracelulares (DB2250) foi cerca de 5x menos ativa do que o farmaco de referéncia.

A partir da avaliagdo dos valores de ECsy, 0s resultados do Artigo #1
demonstraram diferencas quanto a susceptibilidade entre parasitas intracelulares e

tripomastigotas sanguineos, sendo este Ultimo mais sensivel aos compostos
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estudados e corroborando dados prévios do grupo (De Souza et al., 2011; Pacheco
et al., 2009; Batista et al., 2009, 2010b). Esta diferenca nos perfis de
susceptibilidade entre as duas formas do parasita pode refletir (a) distintos
mecanismos de captacao/extrusdo e/ou (b) diferentes mecanismos de acdo sobre a
forma flagelada ndo proliferativa e a forma proliferativa intracelular (c) o uso de
cepas diferentes (Y para formas sanguineas e Tulahuen para intracelulares) (Soeiro
et al., 2013a). As DAs sdo moléculas altamente basicas com valores de pKa
proximos a 11, de forma que em pH fisioldgico encontram-se protonadas, ndo sendo
capazes de se difundirem livremente através de membranas bioldgicas, por isso
estes compostos devem ser substratos de transportadores (Ward et al.,, 2011). A
pentamidina e outras diamidinas, como DB75, sdo internalizadas ativamente em T.
brucei por meio de transportadores de purinas P2 e também por HAPT e LAPT
(Lanteri et al., 2006). Em T. cruzi, ainda nao foram descritos os mecanismos de
transporte para esta classe de compostos, todavia alguns representantes destes
compostos catidnicos sdo observados ndo somente no nucleo e cinetoplasto do
parasito como também no nucleo da célula hospedeira confirmando a habilidade em
atravessar a membrana plasmatica de células de mamiferos como cardiomidcitos, e
de alcancar o ambiente intracelular no qual se encontra as formas intracelulares do
T. cruzi. A procura por transportadores de DAs em T. cruzi € um interessante tépico
a ser estudado podendo ser utii na compreensdo dos diferentes perfis de
suscetibilidade ndo s6 das diferentes formas evolutivas, mas também de diferentes

cepas.

Vale ressaltar que a andlise de toxicidade in vitro utilizando culturas primarias
de células cardiacas representa um excelente modelo experimental haja vista que o
coracdo é um dos principais alvos ndo somente de infeccdo mas também de
inflamacé&o decorrente da infeccdo pelo T. cruzi (Henriques-Pons & Gomes, 2013).
Soma-se ainda o fato de que o estudo sobre estas células também permite avaliar o
potencial de cardiotoxicidade do composto, que € uma caracteristica ndo desejavel
para um novo farmaco para DC ja que a cardiomiopatia € uma das principais
manifestacbes desta patologia. A analise in vitro por microscopia 6tica e 0s ensaios
com AlamarBlue demonstraram um baixo potencial citotoxico dos compostos
estudados, visto que até a concentracdo de 96 uM nao foi observada perda de
viabilidade das células cardiacas. Apesar de DB2247 apresentar indice de
seletividade superior a 40 e ser pelo menos 6x mais ativo mais efetivo que Bz sobre

tripomastigotas sanguineos, este composto foi menos ativo sobre formas
47



intracelulares quando comparado ao Bz, indicando que ndo € um bom candidato
para fase crbnica da DC. Todavia, a DB2247 age de forma bastante répida
apresentando consideravel atividade (ECso = 3,0 uM) com apenas 2 horas de
incubacdo com formas sanguineas, sendo cerca de 30x mais ativa do que o farmaco
de referéncia. Esta rapida atividade € uma caracteristica desejavel para intervencdes
imediatas em situacdes agudas tais como reativacédo da infeccdo por T. cruzi devido
a condi¢cdes de imunossupressao. O conjunto de nossos resultados deste primeiro
artigo sugere que o grupamento meta N-metil-amidina seja importante para a
atividade da série de benzimidazois e que deve ser levado em consideracdo na
sintese de outros analogos. De fato, alguns compostos desta subclasse de
diamidinas apresentou atividade na faixa nanomolar em T. brucei (Ismail et al.,
2004), em Babesia (Nehrbass-Stuedli et al., 2011) além de consideravel atividade
antifungica (Del Poeta, 1998)

No Artigo #2, a atividade de oito novas AlAs sintetizadas pelo grupo do Dr.
Tidwell (North Caroline University/USA) foi estudada. Estes compostos apresentam
variacfes estruturais, incluindo sete diferentes espacadores entre 0s grupamentos
amidinicos e trés diferentes anéis aromaticos externos. Estas AlAs foram
inicialmente avaliadas in vitro, sendo que duas delas, 18SAB075 e 16DAP002
apresentaram excelente atividade sobre tripomastigotas e amastigotas.

Observamos que apos duas horas de incubacédo, ambas AlAs exibiram atividade
superior (>10x) ao Bz. Apo6s 24 h, 18SAB075 apresentou valores de ECsg na faixa
submicromolar (0,3 uM). Quando testadas sobre as formas intracelulares do
parasito, utilizamos como primeiro filtro, o ensaio colorimétrico de revelagdo da
infeccdo de culturas de células L929 pela cepa Tulahuen transfectada com -
galactosidase segundo protocolo descrito na nota técnica de Romanha e
colaboradores (2010). Os testes conduzidos com a concentracéo fixa de 1 pg/ml
revelou que as duas AIAS mais ativas foram as mais efetivas sobre formas
sanguineas: 18SAB075 e 16DAP002, alcancando indices de inibicdo da infecgdo na
ordem de 50%. A seguir, foram determinados os valores de ECsy das duas AlAs
através de ensaios utilizando concentracdes crescentes dos compostos, resultando
em valores de ECsy na faixa micromolar, muito pr6ximo ao valor do farmaco de
referéncia (ECs50=1,5 uM, 4,1uM e 2.6uM para 18SAB075, 16DAP002 e Bz
respectivamente). A promissora atividade da 18SAB075 em amastigotas também foi

confirmada quando avaliada sobre a cepa Y (ECso = 0.9 uM). Estas duas AlAs foram
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mais ativas que o conjunto de diamidinas investigadas no Artigo #1. AlAs diferem
de outros analogos amidinicos por apresentarem um atomo de nitrogénio
intermediando a associagdo do grupo imino ao anel arila (Stephens et al., 2001,
2003; Rosypal et al., 2008). Como discutido em estudos prévios (Soeiro et al.,
2013a), a superior atividade das AlAs em relacdo a diamidinas pode estar
relacionada a estas pequenas diferencas estruturais, pois a ndo exposicdo direta
dos grupamentos catibnicos presentes na extremidade da molécula, resulta em
menores valores de pKa, e portanto, um carater mais hidrofébico que as diamidinas
classicas que possuem valores de pKa proximos a 10 (Arafa et al.,, 2005). Esta
particularidade estrutural das AlAs contribui para sua captacéo e internalizagdo mais
eficiente através de membranas biolégicas de células hospedeiras e dos parasitos
(Mathis et al., 2007; Richard e Werbovetz, 2010).

No Artigo #2, o composto mais ativo, 18SAB075 (Fig. 6), contém um grupo
difenilacetileno acoplado, com uma conjugacdo estendida. O segundo composto,
16DAP002, contém um sistema carbazol como espacador, o qual também oferece
uma maior conjugacao, porém com uma conformacao mais rigida devido aos anéis
fundidos. O derivado xilénico 26SMB070, que foi menos ativo, contem um anel
aromatico no seu espacador, mas 0os atomos de nitrogénio estéo ligados a carbonos

alifaticos, nao aromaticos.

« ow /N /N .. .

Figura 7: Estrutura quimica de 18SAB075.

Os compostos 18SAB075 e 16DAP002 foram efetivos sobre diferentes cepas
do parasito (Y e Tulahuen) e devido ao alto indice de seletividade da 18SABO075 (IS

> 106), esta AlA foi selecionada para ensaios in vivo.

De modo a determinar a dose maxima tolerada (DMT), realizamos ensaios de
toxicidade aguda. A monitoragdo de sinais de toxicidade aguda ocorreu por até 48 h
apos administracdo de doses crescentes do composto por via intraperitoneal e oral

(gavagem) utilizando fémeas e machos de camundongos sui¢o. Até a dose de 50
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mg/kg ndo foram observadas alteragcdes nos animais, enquanto as doses de 100 e
200 mg/kg apresentaram efeito adversos como ataxia, hiperatividade e tremores. A
andlise patologica confirmou que a dose mais elevada de 200 mg/kg induziu sinais
de reatividade hepatica, e que foram corroborados pelo aumento nos niveis
plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST). A seguir andlise da eficécia in
Vivo sobre a infeccdo pelo T.cruzi foi explorada utilizando apenas doses inferiores ou
iguais a 20 mg/kg/dia, nunca excedendo a dose cumulativa de 50 mg/kg, visando
evitar a geracdo de toxicidade nos animais tratados. Em paralelo, Bz foi incluido no

estudos como farmaco de referéncia sendo administrado na dose de 100 mg/kg/dia.

Assim, avaliamos a eficacia da AIA (administracdo por via i.p.) sobre o0 modelo
de infeccdo aguda de T. cruzi, utilizando camundongos machos suicos infectados
com a cepa Y. Nossos dados mostraram que em todos 0s esquemas terapéuticos
ensaiados (2 e 5 dias de tratamento, consecutivos, com inicio a partir da positivacao
da parasitemia) usando doses nao téxicas, a 18SAB075 ndo mostrou eficacia in vivo
enquanto o Bz que ndo somente suprimiu a parasitemia, como também induziu
100% de protecdo contra a mortalidade como anteriormente descrito (Soeiro et al.,
2013b). Porém, sob as mesmas condi¢cdes de estringéncia do modelo experimental,
resultados prévios utilizando bis-AlAs to tipo piridilamidina - DB766 (Batista et al.,
2010) e um anélogo relacionado, a DB1831 (Da Silva et al., 2012) demonstraram
excelente atividade in vivo nestes modelos de infec¢cdo aguda por T. cruzi, exibindo
atividade similar a Bz, o que sugere que a presenca de grupamentos tipo pirimidina
e piridina nos grupamentos terminais das bis-AlAs possam ser importantes para
atividade tripanocida in vivo. Dados recentes do grupo (De Araujo et al., 2014)
confirmam essa evidéncia, visto que apesar de algumas AlAs (que ndo possuem
nitrogénio nos anéis aromaticos terminais) apresentarem excelente atividade in vitro
na faixa de nanomolar, ndo foram ativos como o Bz em ensaios de infecgéo in vivo,

no que se refere a reducao da parasitemia e protecao contra mortalidade.

No Artigo #2, a fraca atividade em amastigotas observada pela AIA 26SMB070
foi ainda mais reduzida com a substituicdo do anel piridil pelo anel benzénico no
analogo 16SAB079 (Fig. 7).
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Figura 8: Estruturas quimicas de 26SMB070 e 16SAB079.

Os dados obtidos no segundo trabalho corroboram resultados publicados do
Nosso grupo sobre a relevancia quanto a acéo tripanocida da presenca do nitrogénio
amidinico ligado diretamente a um grupamento aromatico no espacador,
favorecendo um sistema de conjugacéo eletronica e demonstrando a importancia da
estrutura molecular do espagador. Todavia outras implicagdes envolvidas no
mecanismo de acdo e na atividade biolégica destes compostos precisam ser mais
exploradas e melhor compreendidas. De fato este € o primeiro estudo em T. cruzi na
qual a amidina da AIA esté ligada a carbonos alifaticos, de modo que é importante o
conhecimento sobre as caracteristicas moleculares para aprimorarmos a eficacia

tanto sobre tripomastigotas quanto amastigotas.

Resumindo, os nossos dados reforcam a superior eficacia das AlAs sobre a
DAs e mesmo sobre Bz (em ensaios in vitro) e fornecem informacao relevante sobre
relacdo estrutura-atividade para o desenho futuro de novos compostos amidinicos
mais eficazes e que mantenham baixa toxicidade para células de mamifero. Como
qualquer novo farmaco, estudos farmacologicos e toxicoldgicos mais detalhados
devem ser explorados, visando a identificacdo de novos candidatos com potencial

para o tratamento da doenca de Chagas.
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5. CONCLUSOES



[ERN

. A atividade in vitro das amidinas, em especial das AlAs 18SAB075 e 16DAP002,

avaliadas sobre tripomastigotas e amastigotas, revelou aspecto promissor, com

baixo potencial de toxicidade sobre células de mamiferos.

Importantes diferengas na atividade tripanocida sobre formas nédo proliferativas
flageladas e as proliferativas intracelulares foram observadas entre os compostos
analisados, podendo estar correlacionadas a distintos mecanismos de captacao e/ou

extrusdo dos compostos, e que precisam ser melhor compreendidos.

Pequenas modificagBes estruturais nas moléculas amidinicas resultaram em
diferencas significativas na atividade antiparasitaria. Por exemplo, a meta-N-
metilacdo em ambos anéis terminais da DB2247 acarretou maior acao tripanocida

em relacdo aos seus analogos monossubstituidos DB2246 e DB2238.

As arilimidamidas 18SAB075 e 16DAP002 apresentaram excelente atividade sobre
as formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi relevantes para infeccdo de
mamiferos e sobre diferentes cepas de T. cruzi, alcancando valores in vitro de ECsg

na faixa submicromolar.
Apesar da atividade in vitro da 18SABO075 ter sido comparavel ao Bz, esta AIA ndo

foi ativa in vivo, apresentando ainda efeitos de toxicidade aguda em doses acima de
50 mg/kg.
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