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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Julianna Siciliano de Araujo

Dentre os protozoarios causadores de doengas em humanos, destaca-se 0
Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas (DC), descrita em 1909
por Carlos Chagas. Os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento desta
infeccdo, benzonidazol (BZ) e nifurtimox, mostram limitada eficacia na fase cronica
tardia e estdo associados a efeitos adversos graves, ressaltando a urgéncia no
desenvolvimento de novas opcfes terapéuticas. Neste contexto, n0SsSO grupo vem
trabalhando em diferentes frentes na investigacdo de agentes com potencial
antiparasitario. No presente trabalho, foi avaliado um total de 35 compostos, sendo 6
bis-arilimidamidas (AlAs) (DB1966, DB1967, DB1968, DB1979, DB1989 e DB1995),
9 mono-arilimidamidas (DB1996, DB1997, DB1980, DB2001, DB2002, DB2003,
DB2004, DB2006 e DB2007) e 20 inibidores de fosfodiesterases (PDE) (VUF11848,
VUF13522, VUF13526, VUF13527, VUF13536, VUF14256, VUF14656, VUF14703,
VUF14767, VUF14768, VUF14852, VUF14907, VUF14975, VUFH1601, GBR11827,
BS9538, IOTA0372, IGS1.1, IGS1.18, IGS5.51), comparando eficacia e seguranca
com BZ. Os resultados mostram que as AlAs dicatiOnicas séo significativamente
mais ativas tanto sobre tripomastigotas sanguineos como sobre amastigotas
intracelulares do parasita quando comparadas aos compostos monocatiénicos, com
valores de ECso na faixa nanomolar (0.03 a 1 pM). Todas as bis-AlAs exibiram
atividade superior a do BZ, com destaque para DB1967 e DB1989 que, in vivo,
foram capazes de reduzir significativamente os niveis de parasitemia, apesar de néo
alcancarem uma protecdo contra a mortalidade comparavel a do BZ. Ja em relacéo
aos inibidores de PDE, foi observada uma atividade diferencial a depender da forma
evolutiva estudada, sendo os tripomastigotas menos sensiveis do que as formas
intracelulares. GBR11827 se destaca por ser a mais ativa sobre a forma sanguinea
e a de agcdo mais rapida (6 h) e com carater irreversivel, enquanto VUF13527
mantém perfil semelhante de atividade sobre as distintas cepas estudadas (Y,
Tulahuen e Colombiana) exibindo ECso entre 0,1 e 0,5 pM. A atividade sobre
amastigotas axénicas e a analise de tratamento das células hospedeiras antes da
infecc@o pelo parasito descartaram acdo moduladora dos inibidores sobre a célula
hospedeira. O conjunto dos dados contribui para o desenvolvimento racional e
otimizacdo de novas moléculas destas classes, com o0 objetivo de identificar novas
alternativas para o tratamento da DC.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Julianna Siciliano de Araujo

Among the protozoan parasites that cause human diseases, Trypanosoma cruzi
stands out as the etiologic agent of Chagas' disease (CD), described in 1909 by
Carlos Chagas. Drugs currently available for the treatment of this infection,
benznidazole (BZ) and nifurtimox, show limited efficacy and are associated with
serious adverse effects, highlighting the urgent need of developing new therapeutic
options. In this context, our group has been working on different fronts in the
investigation of agents with antiparasitic potential. In this study, a total of 35
compounds was established: 6-arylimidamides (AlAs) (DB1966, DB1967, DB1968,
DB1979, DB1989 and DB1995), 9 mono-arylimidamides (DB1996, DB1997, DB1980,
DB2001, DB2002, DB2003, DB2004, DB2006 and DB2007) and 20
phosphodiesterases inhibitors (VUF11848, VUF13522, VUF13526, VUF13527,
VUF13536, VUF14256, VUF14656, VUF14703, VUF14767, VUF14768, VUF14852,
VUF14907, VUF14975, VUFH1601, GBR11827, BS9538, IOTA0372, IGS1.1, IGS1.
18, 1GS5.51), comparing to the data using BZ as reference drug. The results show
that dicationic AlAs are significantly more active upon both bloodstream
trypomastigotes and intracellular amastigotes compared to the monocationic ones,
with nanomolar ECsp values (0.03 up to 1 uM). All bis-AlAs exhibited superior activity
than BZ, especially DB1967 and DB1989 that, in vivo, were able to significantly
reduce parasitemia levels in spite of not reaching protection against mortality
comparable to BZ. For the PDE inhibitors, differential activity was observed
depending on the evolutionary form assayed, with bloodstream trypomastigotes
being less sensitive than intracellular forms. GBR11827 stands out for being the most
active on bloodstream forms, for presenting the fastest action (6 h) and acting
irreversibly. VUF13527 maintains similar profile of activity upon Y, Tulahuen and
Colombian strains of T. cruzi (ECso ranging 0.1 and 0.5 pM). The activity on axenic
amastigotes and the previous treatment of the host cells with the compounds were
also assessed and a potential modulating effect on the mammalian cell was
discarded. Thus, this work contributes to the rational development of new molecules
and even optimization of these molecules, aiming to identify new alternatives for CD
treatment.

Vi



INDICE

RESUMO iX
ABSTRACT X
1 INTRODUCAO 15
1.1D0eNGa A€ ChaAgas.....cuueiiiiiiieiiieieeei ettt 15

3 I O O I o =1 > T | (o RSP 15

1.1.2 EpPIidemiolOgia..........cceuviiiiiiiiiiiiii e e 17

1.1.3 Manifestagdes CliNICAS..........cceeiriiiiiiieeiniiiiee e 19

1.1.4 Trat@mMentO........uoieeeii it e e eeens 20
1.2Quimioterapia experimental...........cccooviviiiiiiiiiii e 21

1.2.1 Arilimidamidas.......cccoceeeiiiiiiieeeiiiieeeeee e 24

1.2.2 Inibidores de fosfodiesterases.........ccccceeveeeeeiieiiiiieeiiiiinnnnns 26

2 OBJETIVOS 30
2.1 ODJEtiVO geral.......ccoiiiiiieeece e 30

2.2 Objetivos eSPECITICOS...ccuimiiiiiciiie e 30

3 ARTIGOS 31
S L ATTIGO L e 31

B2 AMtIQO Tl ——————— 39

4 DISCUSSAO 62
5 CONCLUSOES 71
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 73
7 ANEXOS 83

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Esquema ilustrando o ciclo de vida do T. cruzi (Fonte: adaptado de

CDC - Centers for Disease Control and Prevention)..............ccccee...... 16

Distribuicdo da doenca de Chagas na Europa (Fonte: adaptado de
OMS, 2009)...uutueeerieeiiiee it ee e e e e e e e e e e s e ess e e e et e e e aaaa e e e e e e e e nrranees 19

Benzonidazol (A) e Nifurtimox (B), farmacos de escolha para o

tratamento etioldgico da doenca de Chagas........ccccvvvvvveeeeeeeeeniininnn, 20

Estruturas da arilimidamida DB766 (A) e da diamidina aromatica
DB75 (B). Enquanto um &tomo de nitrogénio (setas vermelhas)
conecta a amidina a estrutura aromatica central em (A), esta funcao é
cumprida por um &tomo de carbono (setas azuis) em (B) (Fonte:
adaptado de De Souza et al., 2004 e Batista et al., 2010a)............... 25

Estrutura quimica do sildenafil e do seu analogo WYQ16. Pequenas
alteracdes estruturais resultam em modificagées significativas na
atividade dos inibidores sobre a isoforma PDEC de Trypanosoma
cruzi (Fonte: adaptado de Woodring & Pollastri, 2014)............ccc........ 27

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Perfil de produto alvo para a pesquisa de compostos para a doenca
de Chagas (Fonte: adaptado de Ribeiro et al. 2009)..........ccccceeeennnn.. 23
Tabela 2 Critérios e parametros utilizados na definicdo e selecdo de compostos
“Hit” e “Lead” (Fonte: adaptado de Don & loset, 2013)...................... 62



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AlA Arilimidamida

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AT Adenina/Timina

BZ Benzonidazol

CDC Do inglés “Center for Disease Control and Prevention”
CcvC Complexo do vacuolo contratil

DA Diamidina aromatica

DC Doenca de Chagas

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Do inglés “deoxyribonucleic acid”

DNDi Do inglés “Drugs for Neglected Diseases Initiative”
DTN Doenca tropical negligenciada

DTU Do inglés “discrete typing unit”

ECso Do inglés “50% effective concentration”

hs Horas

HTS Do inglés “high throughput screening”

IS indice de seletividade

KDNA Cinetoplasto

LAFEPE Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco
PDE Fosfodiesterase

PPP Parcerias publico-privadas

OECD Do inglés “Organisation for Economic Co-operation and Development”
OMS Organiza¢do Mundial da Saude

TPP Do inglés “Target Product Profile”



1  INTRODUCAO

Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas, aproximadamente um sétimo
da populacdo mundial, sofra de alguma doenca tropical negligenciada (DTN), um
grupo de dezessete patologias assim agrupadas pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) devido a caréncia de investimentos financeiros para pesquisa e
desenvolvimento de novas drogas por parte das industrias farmacéuticas e a
negligéncia por parte do poder publico em relagdo a medidas de controle e acesso a
diagnostico e terapias disponiveis (Mackey et al., 2014; OMS, 2015). Dentre elas,
estd a doenca de Chagas (DC), descrita em 1909 pelo médico sanitarista e
pesquisador brasileiro Carlos Chagas a partir de achados obtidos na cidade de
Lassance, em Minas Gerais (Chagas, 1909). Causada pelo protozoario
hemoflagelado Trypanosoma cruzi, a DC figura entre as principais causas de
cardiopatia infecciosa em todo o mundo, em especial nas areas endémicas de 21
paises da América Latina, onde é responsavel por mais mortes do que qualquer
outra doencga parasitéaria (Chatelain, 2015; OMS, 2015; DNDi, 2015).

1.1 Doencade Chagas

Somente na América Latina, estima-se que aproximadamente 8 milhdes de
individuos estejam infectados, 28 milhdes estejam sob risco de evoluir para a forma
cronica, sendo cerca de 10 mil mortes associadas a DC todos os anos (OMS, 2015;
Pérez-Molina et al., 2015).

1.1.1 O parasito

O T. cruzi € um protozoario pertencente ao filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastigophora, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (Rassi Jr. et al.,
2012). Capaz de infectar mais de 150 espécies de mamiferos, incluindo seres
humanos, animais domeésticos e silvestres, o ciclo de transmissdo normalmente
inclui um vetor infectado, um inseto hematdfago conhecido popularmente como
barbeiro, pertencente ao filo Arthropoda, subfilo Hexapoda, ordem Hemiptera, familia

Reduviidae e subfamilia Triatominae (Coura, 2015).
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O ciclo de vida (Figura 1) envolve o repasto sanguineo de um triatomineo
num individuo infectado, através do qual o inseto ingere as formas tripomastigotas
sanguineas. Uma vez no intestino médio, tripomastigotas se diferenciam para as
formas epimastigotas, que se multiplicam; na extremidade posterior do trato
digestorio, e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, num processo
denominado metaciclogénese, sendo estas formas eliminadas nas fezes e na urina
do inseto. Ao se alimentar novamente, o triatomineo libera as formas infectantes,
introduzidos mecanicamente pelo ato de cocar o local da picada ou diretamente em
areas de mucosa. No hospedeiro vertebrado, o parasito, inicialmente, infecta células
localizadas no sitio de invasao e no meio intracelular, estas formas tripomastigotas
passam por mudancas morfoldgicas e bioquimicas, resultando na sua diferenciacédo
em amastigotas, que se replicam por divisdo binaria. A seguir, diferenciam-se
novamente em tripomastigotas e rompem a membrana plasmatica da célula
hospedeira, podendo infectar células vizinhas e de sitios mais distantes (difundidos
através dos sistemas sanguineo e linfatico), ou, ser novamente ingeridas pelo inseto

vetor através do repasto sanguineo, completando o ciclo (Brener & Chiari, 1963).

Triatomineo faz o repasto sanguinea,
eliminando tripomastizotas metaciclicos nas
fezes; o parasito penetra pelo ferimento ou
através de membranas mucosas

o

Tripomastigotas metaciclicos
na intesting posterior

/ INSETO VETOR

Multiplicagdo no intestino medio %‘

Triatamineo faz o
repasto sanguineo
{ingestdio de

tripomastigotas)

3

Epimastigotas no intestino
médio

Tripomastigotas metaciclicos penetram
em varias células no sitio da picada e se
diferenciam em amastigotas

Amastigotas se
dividem por fissdo
bindria em células de
tecidos infectados

HOSPEDEIRO
VERTEERADO

Tripomastigotas podem
infectar outras células e se

diferenciar em amastigotas
em novos sitios de infecgado.,
Manifestagtes clinicas

podem ser resultado deste
cicle infectivo.

Amastigotas intracelulares se

ar HEAL EarL

http:fenww dpd. cde. gowidpdx

A= Estagio de infeccao
A\~ Estigio de diagnéstico

diferenciam em tripomastigotas,
rompem a célula e alcancam a
corrente sanguinea

Figura 1 Esquema ilustrando o ciclo de vida do T. cruzi. (Fonte: adaptado de CDC — Centers for

Disease Control and Prevention; disponivel em http://www.cdc. gov/parasites/chagas/biology.html).

Um dos primeiros eucariontes divergentes, T. cruzi € um parasito unicelular
que passa por fases de diferenciacdo em dois hospedeiros diferentes (Ameisen et
16



al., 1995), o que exige a presenca de, além das organelas comuns aos eucariontes,
outras que lhe sdo préprias e que permitem sua sobrevivéncia nestes ambientes
variados (De Souza et al., 2010). A identificacdo dos diferentes estagios do parasito
pode ser realizada por analise por microscopia de luz avaliando i) o formato do
corpo; i) a posicdo do flagelo em relacdo ao cinetoplasto e ao nucleo, ii) a
localizagdo da bolsa flagelar e iv) a emergéncia e extensdo do flagelo. Como
representante da ordem Kinetoplastida, T. cruzi apresenta uma estrutura rica em
DNA na sua mitocéndria Unica e ramificada, o cinetoplasto, com morfologia variavel
de acordo com o estagio evolutivo, apresentando-se arredondado em
tripomastigotas e na forma de bastdo ou cesta em epimastigotas e amastigotas (De
Souza, 1984).

Durante seu ciclo, T. cruzi enfrenta inimeras variagdes na temperatura, no
teor de glicose, na osmolaridade e no pH do ambiente extracelular. A regulacéo fina
destas duas ultimas caracteristicas, essencial para sobrevida e fithess do parasito,
esta relacionada, em especial, a duas estruturas: i) os acidocalcisomos, sitios de
estoque de ions, apresentando altas concentracdes de fosforo, magnésio, calcio,
sédio e zinco, além de canais ibnicos e transportadores na membrana (Docampo &
Moreno, 2008; Benaim & Garcia, 2011); e ii) o complexo do vacuolo contrétil (CVC),
formado por um vacuolo central conectado a um conjunto de tdbulos e vesicula
denominado espongioma (Niyogi et al., 2014). Importante destacar a interligacao

entre estas duas estruturas no equilibrio osmaético do parasito.

1.1.2 Epidemiologia

A DC é uma patologia de relevancia socioecondémica e cultural na Ameérica
Latina, afetando majoritariamente populagcdes carentes, de areas rurais e,
frequentemente, esquecidas. De acordo com a severidade, natureza da infeccéo,
ciclos de transmissao, prevaléncia e programas de controle, quatro principais grupos
de paises podem ser identificados: i) Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Equador,
Paraguai, Peru, Uruguai e Venezuela, onde a DC é caracterizada pela existéncia de
ciclos domiciliares, peridomiciliares e silvestres, com zonas de alta prevaléncia de
infeccdo humana, presenca de miocardiopatia e anormalidades digestivas (com
excecdo da Venezuela) e controle de transmissdo em bancos de sangue e vetorial

melhor estabelecido (com excecao da Bolivia); ii) Coldmbia, Costa Rica, Equador, El
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Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua e Panama, onde os ciclos sao similares
aos do grupo anterior, contudo ndo sao observadas anormalidades digestivas e o
controle vetorial e de bancos de sangue existe mas € mais recentes; iii) Belize,
Guiana Francesa, Guiana, Suriname, México e Estados Unidos, onde o ciclo é
primariamente silvestre, as informacdes a respeito das manifestacdes clinicas séao
limitadas e o controle vetorial e transfusional est4d em fase inicial e iv) paises nao
endémicos (Coura & Albajar Vifas, 2010), descritos abaixo.

Na transmissdo vetorial classica, triatomineos silvestres progressivamente
ganham acesso e domiciliam casas de barro e pau-a-pique, nas quais habitam
rachaduras nas paredes e telhados. Algumas dessas habitac6es podem abrigar até
14.000 insetos, permitindo a manutencao da transmisséo vetorial (Coura & Albajar
Vifias, 2010). Significativos focos de infestacdo ainda podem ser encontrados,
especialmente em algumas areas da Bolivia, que tem a maior taxa de prevaléncia de
infeccdo humana (Coura, 2015). Na ultima década, segundo dados da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, o carater epidemioldgico da DC no Brasil mudou, com a
transmissao vetorial por via oral emergindo como a principal forma de transmisséao (>
70%) na regido Amazodnica e em outras regides do pais, em especial decorrente do
controle quimico de domiciliacdo do vetor Triatoma infestans em resposta a acdes
de programas nacionais e internacionais (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012;
Bonney, 2014).

Apesar de a via vetorial ser a forma mais comum de transmisséo, a DC pode
atingir o homem através de outros mecanismos (Rassi Jr et al., 2012). Em paises
onde ndo ha controle universal dos centros de hemoterapia e dos 6rgaos
transplantados, essa via pode ser responsavel por cerca de 20% dos casos de
infeccdo (Coura & Dias, 2009), em especial em regides ndo endémicas. Com o
aumento do fluxo migratério ao longo das ultimas décadas, houve um crescimento
correspondente no movimento de portadores crénicos da DC para paises como
Estados Unidos, Canada, Japao, Australia e da Unido Europeia, que ndo possuam
na sua rotina laboratorial o diagnostico de infecgdo por T. cruzi (Angheben et al.,
2015). Na Europa (Figura 2), a via transfusional deve ser considerada como a
principal fonte de potenciais infec¢des. Na Franga e na Espanha, a busca ativa de
portadores se faz através da triagem de sangue e pela entrevista de seus doadores
com potencial risco para DC, enquanto na Italia e no Reino Unido, as pessoas
nativas de paises endémicos sdo excluidas do processo de doacdo. Nos outros

paises europeus, ndo ha um processo comum para a triagem (Strasen et al., 2014).
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Importante, ainda, mencionar que nos EUA ha relatos de falhas na triagem
sorolégica em bancos de sangue por se dar em forma de amostragem, além de
casos autéctones na area do Texas, onde um grande percentual de vetores esti
infectado (CDC 2015). Outra relevante forma de transmisséo é a materno-fetal, tanto
em areas endémicas (como Bolivia e Argentina) como em ndo endémicas (Strasen
et al., 2014).
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Figura 2 Distribuicdo da doenca de Chagas na Europa (Fonte: adaptado de OMS, 2009)

1.1.3 Manifestacdes clinicas

A doenca de Chagas € uma condigcdo complexa resultante da invasdo e do
estabelecimento bem-sucedido da interagdo entre T. cruzi e seus hospedeiros (no
caso ser humano), ocorrendo em duas fases: aguda e cronica (Andrade & Andrade,
1968). Durante a fase aguda da doenca, a maioria dos pacientes apresenta
sintomas leves e autolimitados. Caso a inoculacdo do parasito ocorra proximo a
conjuntiva, o individuo pode apresentar um inchacgo unilateral, indolor e bipalpebral,
conhecido como sinal de Romaria e que pode persistir por algumas semanas (Bern,
2011). Sintomas podem se desenvolver em periodos variaveis (ex. em torno de 8 a
10 dias apoés a invasdo via vetorial classica ou em 20 a 40 dias via transfusional) e

incluem febre prolongada, mal-estar, aumento do figado, bago e nddulos linfaticos, e
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edema subcutaneo localizado ou generalizado. Em casos raros, pode ocorrer
miocardite grave, sendo a maioria das mortes por doenca de Chagas aguda devida
a insuficiéncia cardiaca. Sinais neurolégicos ndo sdo comuns, mas
meningoencefalite ocorre ocasionalmente, especialmente em criancas menores de 2
anos (Rassi Jr et al., 2012).

A maioria dos pacientes permanece assintomatica, mas entre 20 a 30%
ocorrem as manifestagfes cardiacas, incluindo distirbios de condugédo, aneurisma
apical e insuficiéncia cardiaca, associados ou ndo a sinais gastrointestinais, que
incluem megaeso6fago e/ou megacolon. Com menor frequéncia, também podem ser
observados sintomas neurolégicos e um maior risco de acidente vascular cerebral

bY

tem sido associado a infeccdo. Criancas infectadas congenitamente sdo muitas
vezes assintomaticas; alguns podem ter baixo peso ao nascer, baixos indices de
Apgar, anemia, trombocitopenia e hepatoesplenomegalia. Raramente, miocardite ou
meningoencefalite podem ocorrer em recém-nascidos com infec¢cdo congénita

(Woodhall et al., 2014).

1.1.4 Tratamento

Desenvolvidos ha mais de 40 anos, Nifurtimox (NF) e Benzonidazol (BZ)

(Figura 3) sao os farmacos utilizados no tratamento etiolégico da DC.
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Figura 3 Benzonidazol (A) e Nifurtimox (B), farmacos disponiveis para o tratamento etiolégico da

doenca de Chagas.

O NF, langcado comercialmente em 1967, tem seu efeito tripanocida associado
ao estresse oxidativo gerado pela transformacdo de um radical nitroanidnico (via
nitrorredutase), por geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e por
peroxidacao lipidica. (Docampo & Stoppani, 1979; Moreno et al., 1984). No entanto,

Boiani e colaboradores (2010) observaram uma reducdo nos niveis de tiois de baixo
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peso molecular em parasitos tratados, sem correlacdo com a producédo de EROs em
concentracOes terapéuticas (Boiani et al., 2010). Esta droga teve sua utilizacdo
suspensa no Brasil, na Argentina, no Chile e no Uruguai na década de 1980, tendo
sua producao interrompida pela Bayer em 1997. Contudo, em 2000, a producéo no
complexo de llopango Bayer, em El Salvador, foi reiniciada para dar suporte ao
tratamento da tripanossomiase africana através de combinagcdo com a eflornitina
(Coura & De Castro, 2002; Jannin & Villa, 2007; Eperon et al., 2014).

O BZ, por sua vez, foi lancado comercialmente em 1972 e tem como provavel
mecanismo de acéo a inibicdo da sintese proteica e da cadeia respiratoria. Alguns
autores sugerem que o efeito tripanocida do BZ esta relacionado a ligacdo de seus
intermediarios nitrorreduzidos (via NR) a varios componentes celulares, como DNA,
proteinas e lipideos (Diaz de Toranzo et al., 1988). Mais recentemente, foi
caracterizada uma nitrorredutase tipo | insensivel a oxigénio responsavel pela
ativacdo de BZ e NF no parasite, utiizando NADH como cofator (Wilkinson et al.,
2008; Wilkinson & Kelly, 2009; Hall et al., 2011; Hall & Wilkinson, 2012). A empresa
suica Roche, fabricante mundial do BZ, iniciou o processo de transferéncia da
tecnologia de fabricacdo do farmaco para o Laboratorio Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE) em 2003, ficando este responsavel pela producao no Brasil
(Jannin & Villa, 2007). Em parceria com o DNDi (do inglés Drugs for Neglected
Diseases initiative), o LAFEPE desenvolveu uma formulacdo pediatrica do farmaco,
registrado na ANVISA em 2011 (Mackey et al., 2014). Até este mesmo ano, 0
principio ativo utilizado foi aquele cedido pela Roche e, a partir dai a empresa Nortec
Quimica assumiu a sintese. Contudo, devido a necessidade de nova acreditacdo em
boas praticas de fabricacdo (BPF), o LAFEPE se viu obrigado a interromper a
producdo do BZ em agosto de 2011 e aguarda-se em breve sua retomada no
mercado. Em janeiro do ano seguinte, o composto voltou a ser produzido pela
ELEA/Mundo Sano, uma iniciativa publico-privada argentina (MSF, 2015) incluindo
também a formulacdo pediatrica (Pays, 2012).

Tanto o0 BZ como o NF geram efeitos colaterais significativos, incluindo
hipersensibilidade cutanea, dermatites, intolerancia digestiva, depressédo da medula
O0ssea, polineuropatia periférica, hepatotoxicidade, anorexia, perda de peso,
sonoléncia ou excitabilidade (Viotti et al., 2009; Olmo et al., 2015). Além dos efeitos
colaterais, eles requerem longos periodos de tratamento e, apesar de apresentar

significativa eficacia na fase aguda da doenca, na fase crénica, o indice de cura fica

21



entre 8 e 30% (Clayton, 2010). Existem, ainda, evidéncias de resisténcia natural de
determinadas cepas a ambos os medicamentos (Murta et al., 1998; Hall et al., 2011).

Zingales (2012) discute que as dificuldades farmacoldgicas do tratamento da
DC séao resultantes da falta de novos estudos epidemiologicos e metodoldgicos
relacionando as DTUs (do inglés “discrete typing units”) do T. cruzi as respectivas
manifestacbes clinicas, o que, consequentemente, leva a impossibilidade de um
consenso internacional quanto a escolha de um determinado medicamento para um
grupo especifico de pacientes (Zingales et al. 2012). Contudo, a aplicacdo do
tratamento também deveria levar em consideracdo a localizacdo geografica, o
estagio clinico da doenca e a faixa etaria do paciente (Jannin & Villa, 2007) embora
0 consenso atual seja que todos os casos agudos e cronicos recentes devem ser
tratados e que os portadores sintomaticos o sejam, a depender de sua condicéo
clinica a ser avaliada individualmente pelo médico, sugerindo-se ainda que sejam
utilizadas doses menores por periodos mais longos evitando assim seu perfil de
toxicidade (Rassi Jr et al., 2012).

1.2 Quimioterapia experimental

Segundo recomendacfes da OMS, é preciso oferecer tratamento etioldgico
para 0s pacientes e toda infraestrutura necessaria para tal, bem como estimulo a
criagcdo de um consenso entre os paises afetados para definicdo precisa do melhor
tratamento a ser aplicado e incentivo a pesquisa para identificacdo de melhores
ferramentas para o desenvolvimento de drogas seguras e eficazes (OMS/TDR,
2012). Além disso, a OMS (assim como 0 consenso académico e de instituicdes nao
governamentais, como DNDi) estabelece que o farmaco ideal para o tratamento da
DC deve cumprir com varios requerimentos, incluindo: i) inducdo de cura
parasitolégica nas fases aguda e cronica; ii) eficacia em uma ou poucas doses (< 60
dias); iii) apresentar baixo custo; iv) nao ter efeitos colaterais graves/irreversiveis ou
teratogénicos; e v) ndo induzir resisténcia (OMS, 2006). Ja Buckner & Navabi (2010)
ressaltam que, além de ativo e seguro, é essencial a baixa interagdo do composto-
candidato com enzimas do complexo citocromo P450, evitando, desta forma,
sinergismos ou antagonismos com outros farmacos, como antiarritmicos e

anticoagulantes.
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A fim de definir prioridades no tocante a pesquisa de novas opcdes
terapéuticas para a DC e tragar as necessidades mais imediatas dos pacientes, o
DNDi apresentou um perfil de produto alvo (TPP, do inglés “Target Product Profile”).
Atuando como um guia, o atual TPP contém elementos que descrevem o produto
ideal para orientar o processo de desenvolvimento (Tabela 1) tendo por base os
dados gerados nos ensaios clinicos recentes utilizando triazéis inibidores da CYP51.
Além das caracteristicas de eficAcia e seguranca superiores aos farmacos
disponiveis o TPP inclui também tempo de tratamento < terapia com antifingicos,
estabilidade (3-5 anos em zona climética IV) e acdo sobre todas as cepas de T.cruzi
ou pelo menos sobre representantes das DTUs |, Il, V e VI (Ribeiro et al., 2009;
DNDi, 2015). Além do TPP para DC, ha de se considerar os critérios minimos de
selecdo de compostos promissores e lideres de modo a progredir no fluxograma de
desenvolvimento de novos farmacos para esta patologia (Romanha et al., 2010; Don
& loset, 2013) que inclui como caracteristicas fundamentais a atividade < 1 uM e

indice de seletividade (IS) = 50 (para compostos lideres).

Tabela 1: Perfil de produto alvo para a pesquisa de compostos para a doenca de
Chagas (Fonte: adaptado de Ribeiro et al. 2009)

Aceitéavel Ideal
Fase alvo Cronica recente/Indeterminada Aceitavel + Reativacbes
Sub-espécies de T. cruzi Tc I-VI Tc I-VI
Distribuicéo Todas as areas Todas as areas
Populacéao alvo Imunocompetentes Aceitavel + Imunossup.
Adultos/Criancgas Adultos Todos
Eficécia clinica > BZ em areas endémicas Aceitavel +
portadores reativados
Resisténcia Ativo contra cepas resistentes Ativo contra cepas
ao BZ e ao NF resistentes ao BZ e ao NF
> BZ / 3 avaliages clinicas e > BZ / Sem necessidade de
Seguranga dois testes laboratoriais monitoramento durante o
padrbes durante o tratamento tratamento
Contraindicagdes Gravidez/Lactagao Nenhuma
Sem genotoxicidade/Nao Sem genotoxicidade ou
Precaugdes prolonga o intervalo QT efeitos indesejados/Néo

prolonga o intervalo QT
Auséncia com antiarritmicos,

Interagdes anti-hipertensivos e Nenhuma
anticoagulantes
Apresentacao Oral Oral
Estabilidade 3 anos em zona climatica IV 5 anos em zona climatica IV
Regime de dosagem = Antifingicos 2x ao dia / 60 dias
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O estabelecimento de parcerias publico-privadas (PPP) que permitem a
colaboracdo entre governos, setor privado, academia, organizacdes néo-
governamentais e oOrgaos regulamentadores tem sido uma tendéncia crescente
(Goldman, 2012). Exemplos de sucesso incluem a iniciativa DNDi , focado no
desenvolvimento de novas terapias para seis DTNs, e o programa TDR/WHO (do
inglés "WHO Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases"),
criado para combate a filariose e cofinanciado pela UNICEF (do inglés "United
Nations Children's Fund"), pelo Programa de Desenvolvimento das Na¢des Unidas,
pelo Banco Mundial e pela OMS, em colaboracdo com as multinacionais
farmacéuticas GlaxoSmithKline e Merck (Mackey et al., 2014).

A maioria das grandes empresas farmacéuticas esta investindo num portfolio
baseado em opcdes de baixo risco, que incluem, entre outros, indicacfes
secundarias e o reposicionamento farmacos para DTNs que compartiihem alvos
conservados (Persidis, 2012). Esta Ultima estratégia oferece vantagens como um
ciclo mais curto de desenvolvimento, custo reduzido e menor incerteza em relagcéo a
seguranca e perfil farmacocinético. Diversas abordagens, como a triagem fenotipica,
sistemas de high throughtput screening (HTS) e analises in silico incluindo de
modelagem molecular podem, isoladamente ou de modo colaborativo, ser adotadas
para identificar novos usos para medicamentos descontinuados ou pertencentes a
bibliotecas comerciais (Khanna et al., 2012).

Além de considerar a eficacia de um novo candidato, € necessaria uma
avaliacdo inicial, mesmo que preditiva, dos niveis de toxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, uma uma vez que o mesmo pode levar a alteracfes nos processos
celulares do paciente/hospedeiro, desencadeando efeitos indesejaveis (reversiveis
ou irreversiveis) a curto, médio e longo prazo (Maron & Ames, 1983; Surh, 1999).
Atualmente, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), apoiada em
normativas da OECD (do inglés “Organisation for Economic Co-operation and
Development”), recomenda dois conjuntos de metodologias que podem ser
utiizadas na avaliagdo genotdoxica de um novo farmaco: i) um teste de
mutagenicidade em bactérias, dois testes citogenéticos, sendo um in vitro e outro in
vivo utilizando células hematopoiéticas de roedores, visando avaliar dano
cromossOmico; ii) um teste para avaliar mutagenicidade em bactérias além de teste

ex vivo utilizando células oriundas de dois tecidos distintos (OECD, 1997).
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Com relacdo a novos farmacos para DC, varios estudos pré-clinicos tém sido
conduzidos com diversas metodologias e diferentes classes de compostos (naturais
e sintéticos) a partir de distintas abordagens. Estes estudos incluem o
reposicionamento de medicamentos pela triagem em bibliotecas de compostos e /ou
sintese de novos analogos e derivados de farmacos ja utilizados na clinica médica
para outras patologias e compartilhem alvos em comum ao T. cruzi (ex. inibidores de
proteases como a cruzaina (McKerrow et al., 2009), inibidores de biossintese de
lipideos (Urbina, 2009), inibidores de fosfodiesterases (PDE) (Woodring & Pollastri,
2014), analogos e derivados da amidina aromatica pentamidina (Soeiro et al.,
2013)). Assim, a seguir faremos uma breve revisdo sobre duas classes que foram
estudadas na presente dissertacdo, ambas com base no desenvolvimento racional

de novos compostos candidatos.

1.2.1 Arilimidamidas

Uma classe vastamente investigada e que revela promissora atividade € a
das diamidinas aromaticas (DAs), compostos que se associam de forma néo-
covalente e ndo-intercalante a fenda menor do DNA em regides ricas em AT (Wilson
et al., 2008). A observacdo da eficacia destes compostos sobre diferentes
protozoarios foi feita ainda na década de 1930, com a descoberta da pentamidina,
um analogo da insulina, e, posteriormente, de outras DAs que se mostraram efetivas
para doenca do sono e leishmanioses (King et al., 1937; Ashley et al., 1942). Dados
in vitro também tém demonstrado a relacdo entre a acdo tripanocida destes
compostos e algumas caracteristicas estruturais, tais como: i) presenca dos dois
grupamentos cationicos terminais, sendo as monoamidina menos efetivas e mais
toxicas que diamidinas (Pacheco et al., 2009); ii) linearidade ou ndo da molécula
sendo as curvas mais ativas e seletivas sobre diferentes formas de T. cruzi (Batista
et al., 2010b); iii) a natureza dos componentes dicatibnicos, mostrando, por exemplo,
que grupos amino levam a um melhor efeito tripanocida em relacdo a diguanidinas
(Silva et al., 2007a). Com relagdo aos alvos celulares desta classe de compostos,
estudos bioquimicos, moleculares e funcionais tém sido realizados em diferentes
patégenos e os dados apontam para a agdo sobre DNA, mitocdndria, topoimerases,
citoesqueleto e sintese de poliaminas, entre outros (Wilson et al., 2014). Em T. cruzi

demonstramos através de ensaios termodinamicos a falta de correlacdo entre
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atividade de varias moléculas amidinicas e sua direta associacdo com o kDNA do
parasito (Daliry et al., 2011).

Apesar da comprovada efichcia em estudos pré-clinicos, a baixa
biodisponibilidade da maioria das DAs classicas, atribuida ao alto pK do grupo
funcional amidina, dificulta seu uso clinico (Soeiro et al., 2013). Visando transpor
esta dificuldade, foram desenvolvidos derivados, anteriormente conhecidos como
diamidinas reversas e hoje chamadas de arilimidamidas (AlAs), que tém revelado
promissora acao em ensaios in vitro (Silva et al., 2007a,b; Pacheco et al., 2009;
Timm et al., 2014) e in vivo (Mdachi et al., 2009; Batista et al., 2010a; Da Silva et al.,
2012). As AlAs diferem estruturalmente dos outros analogos de DAs porque o grupo
imino terminal est4 ligado ao anel arila através de um &tomo de nitrogénio e néo pelo
carbono (Rosypal et al., 2008) (Figura 4), o que faz com que estes compostos
apresentem valores de pK mais baixos se comparados as diamidinas e,
consequentemente, possuam melhor captacdo por membranas bioldgicas e melhor
biodisponibilidade (Soeiro et al., 2013).
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Figura 4 Estruturas da arilimidamida DB766 (A) e da diamidina aromatica DB75 (B). Enquanto um
atomo de nitrogénio (setas vermelhas) conecta a amidina a estrutura aromética central em (A), esta
funcé@o é cumprida por um atomo de carbono (setas azuis) em (B) (Fonte: adaptado de De Souza et
al., 2004 e Batista et al., 2010a).

Ensaios in vitro e in vivo realizados com a DB766 revelaram a excelente
atividade desta AIA sobre formas sanguineas e amastigotas intracelulares do T.
cruzi. Outro ponto interessante foi a manutencdo de sua excelente atividade (na
faixa submicromolar) a 4°C em presenca de sangue, revelando potencial uso em
centros de hemoterapia. Além disso, DB766 foi igualmente ativa sobre cepas de T.
cruzi naturalmente resistentes a nitroderivados, de distintas areas geograficas e que
circulam em diferentes ciclos de transmissdo. Ensaios in vivo demonstraram reducao
da parasitemia e do parasitismo cardiaco, apresentando atividade superior a do BZ

sobre as cepas Y e Colombiana, e resultando em 90 a 100% de sobrevida (Batista et
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al.,, 2010a). Dados semelhantes também foram encontrados para as bis-AlAs
DB1831, DB1965 (Da Silva et al., 2012), 18SAB075 e 16DAP002 (Timm et al.,
2014), que revelaram importante atividade sobre distintas cepas de T. cruzi e alta
seletividade in vitro.

Em busca do desenvolvimento de novos farmacos para doencas
negligenciadas, o “Consortium for Parasitic Drug Development” foi desenvolvido. O
CPDD integra uma equipe multidisciplinar de vérias instituicdes universitarias,
académicas e ndo governamentais e que, apoiadas pelo programa Melinda e Bill
Gates, aborda o desenho e sintese de novos agentes aromaticos (como amidinas)
explorando ainda aspectos de mecanismos de ac¢ao, farmacologia, toxicologia. O
composto DB289 (prodroga da furamidina — DB75) sintetizado pelo Dr. David Boykin
foi submetido a ensaio clinico para doenca do sono, tendo infelizmente sido
interrompido na fase Il devido a eventos de toxicidade renal (Soeiro et al., 2013).

Estes dados estimulam a continuidade de estudos com esta nova classe de
compostos, sobre distintas cepas representantes das diferentes linhagens do
parasito, incluindo aquelas naturalmente resistentes a nitroderivados, explorando
seu perfil de toxicidade e mutagenicidade in vitro e in vivo 0 que representa etapas
fundamentais na descoberta de compostos promissores para terapias alternativas
para doenca de Chagas (Ribeiro et al., 2009).

1.2.2 Inibidores de fosfodiesterases

Na contracorrente do conceito conhecido como “magic bullet’, cunhado por
Paul Ehrlich, a avaliacdo de enzimas altamente conservadas entre parasitos e
hospedeiros como possiveis alvos farmacolégicos tem sido proposta, em especial
aguelas que ja sédo exploradas para este fim em mamiferos (Seebeck et al., 2011).
Esta ideia claramente se aplica as hidrolases de nucleotideos ciclicos,
fosfodiesterases (PDEs), que tém como funcdo exclusiva a interrupcdo de sinais
intracelulares através da clivagem de AMPc e GMPc, sendo, portanto, reguladores
criticos de diversos processos fisiologicos e patologicos (Azevedo et al.,, 2014).
Como as PDEs séo alvos de uma série de farmacos em uso clinico para o
tratamento de diversas condi¢des (como claudicacdo intermitente, doenca pulmonar
obstrutiva crénica e disfuncao erétil), a triagem fenotipica de seus inibidores sobre

infeccOes parasitarias € favorecida pelo vasto conhecimento acerca de ferramentas
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metodoldgicas in vitro e in vivo e interpretacdo dos dados (De Koning et al., 2012), o
gue torna estes compostos importantes fontes de investigacéo.

Em cinetoplastideos, etapas de diferenciacdo e regulacdo do ciclo celular
estdo sob o controle da sinalizacdo por nucleotideos ciclicos (Wang et al., 2012) e o
carater essencial da manutencao de niveis adequados destes sinalizadores tem sido
relacionado a osmorregulacéo, viabilidade e viruléncia in vivo (Oberholzer et al.,
2007; Schoijet et al., 2011). O genoma desta ordem codifica para quatro familias de
PDEs (PDEA, PDEB1, PDEB2, PDEC e PDED), diferentemente dos humanos, que
contam com vinte e um genes, categorizados em onze familias (Woodring &
Pollastri, 2014). Em T. cruzi, PDEA é especifica de cAMP com Km elevado (Alonso
et al.,, 2007). PDEB1 e PDEB2 séo especificos de cAMP e contém dois dominios
GAF “upstream” dos seus dominios cataliticos (Oberholzer et al., 2007; Heikaus et
al., 2009). PDEC contém um dominio de tipo FYVE na sua extremidade N-terminal e
hidrolisa tanto cAMP como cGMP (Kunz et al., 2005; King-Keller et al., 2010), tendo
sido relacionada a regulacdo osmdética (Schoijet et al., 2011). JA PDED e seus
ortélogos ndo foram investigados experimentalmente até o momento (Wang et al.,
2012).

A maioria das investigagbes neste campo concentra-se, em especial, em
alterar a especificidade de inibidores existentes de isoformas humanas para PDEs
de tripanossomatideos (Makin & Gluenz, 2015). Neste contexto, 0 consorcio
PDE4NPD, um projeto de quatro anos, financiado pela Unido Europeia e gerido pela
VU University (Amsterdam, Holanda), foi lancado com o objetivo de desenvolver
novos medicamentos contra quatro doencas parasitarias negligenciadas: doenca do
sono, doenca de Chagas, leishmaniose e esquistossomose. O consorcio conta com
o trabalho colaborativo entre instituicbes privadas e publicas de sete paises,
incluindo o Brasil, representado pela Fundacdo Oswaldo Cruz (PDE4NPD
Homepage, 2015; TI Pharma Homepage, 2015).

A auséncia de receptores acoplados a proteina G, a presenca de adenilil
ciclases estruturalmente diferentes, a escassez de proteinas efetoras conhecidas de
AMPc e a necessidade imprescindivel deste mensageiro para a regulacdo de
processos biologicos em cinetoplastideos sugerem uma bioquimica e uma biologia
celular significativamente diferentes das encontradas em mamiferos. Outro ponto a
ser considerado no desenho de inibidores (Figura 5) sdo modificacOes estruturais
entre as enzimas de mamiferos e destes parasitos. Estes apresentam uma regiao

peculiar chamada de P pocket”’, um sitio a ser explorado quanto a sua inibi¢cdo
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estérica e funcional a partir do desenho de inibidores especificos (De Koning et al.,
2012).
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Figura 5 Estrutura quimica do sildenafil e do seu analogo WYQ16. Pequenas alteracdes estruturais
resultam em modificagbes significativas na atividade dos inibidores sobre a isoforma PDEC de
Trypanosoma cruzi (Fonte: adaptado de Woodring & Pollastri, 2014).

Desta forma, as equipes participantes do consércio tém adaptado sua
expertise em quimica medicinal e nas diferentes faces dos ensaios pré-clinicos (in
silico, enzimética, HTS, triagem fenotipica, ADMET, cristalografia, parasitologia
molecular, validacdo de alvos, farmacologia) para a triagem e desenvolvimento de
inibidores especificos para parasitos, uma vez que o volume de pesquisas acerca de
farmacos agindo sobre PDEs humanas fornece uma valiosa fonte de compostos
lideres e tecnologia metodolégica (Tagoe et al., 2015).
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2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de eficacia e seguranca de novas moléculas amidinicas e de

inibidores de fosfodiesterase sobre infeccédo in vitro e in vivo pelo Trypanosoma

cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar perfil de atividade tripanocida in vitro de novos compostos explorando

b)

diferentes cepas e formas evolutivas do parasito, caracterizando propriedades
relativas a reversibilidade, dose-resposta, cinética de acdo e ao potencial uso
em profilaxia de bancos de sangue;

Investigar in vitro aspectos de toxicidade, mutagenicidade e impacto na

fisiologia das células hospedeiras frente a incubacéo os novos compostos;

c) A partir dos itens a e b, definir o indice de seletividade (IS) dos compostos

d)

visando identificar os mais promissores (IS > 50) para realizacdo de estudos
in vivo;

Verificar a acdo dos compostos selecionados (itens a-c) durante a infeccéo
experimental de camundongos pelo T. cruzi, através de abordagens

parasitologicas e clinicas;

Correlacionar a atividade e seletividade dos compostos testados com o

farmaco de referéncia para DC, o benzonidazol (in vitro e in vivo).
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3 ARTIGOS

3.1 Artigo |

O trabalho “In Vitro and In Vivo Studies of the Biological Activity of Novel
Arylimidamides against Trypanosoma cruzi”, publicado no peridédico “Antimicrobial
Agents and Chemotherapy” em 2014, esta em concordéncia com os objetivos

descritos na presente dissertagao.

Nesta primeira fase, foram avaliadas a atividade bioldgica, a toxicidade e a
seletividade de 6 bis-arilimidamidas (DB1966, DB1967, DB1968, DB1979, DB1989 e
DB1995) e 9 mono-arilimidamidas (DB1996, DB1997, DB1980, DB2001, DB2002,
DB2003, DB2004, DB2006 e DB2007) sobre infeccdo por T. cruzi. Os resultados
mostram que as AlAs dicatibnicas sao significativamente mais ativas (valores de
ECso variando de 0,03 a 1 uM) tanto sobre tripomastigotas sanguineos como sobre
amastigotas intracelulares do parasito quando comparadas aos compostos
monocationicos. Importante destacar que a maioria das bis-AlAs manteve sua agao
tripanocida mesmo em incubacdes a 4°C em presenca de 96% de sangue de
camundongo, sugerindo seu potencial uso na profilaxia de bancos de sangue. Todas
as bis-AlAs foram mais ativas que o BZ (ECso variando entre 0,03 e 1 uM), e
DB1967 e DB1989 apresentaram moderados indices de seletividade (> 20), o que
estimulou a avaliagdo sobre modelos experimentais para a infeccdo aguda pelo T.
cruzi. Os estudos in vivo mostraram que, embora ambas as bis-AlAs foram capazes
de reduzir significativamente os niveis de parasitemia, ndo se observou protecao
contra a mortalidade comparavel a do BZ. Nossos dados revelam excelente agdo in
vitro das AlAs, ressaltando a importancia de dois grupamentos catiénicos terminais
para a manutengdo da eficacia contra T. cruzi e baixa toxicidade. Desta forma, o
trabalho contribui para o desenvolvimento racional de novas moléculas desta classe,
com o objetivo de identificar novas alternativas para o tratamento da doenca de

Chagas.
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In Vitro and In Vivo Studies of the Biological Activity of Novel
Arylimidamides against Trypanosoma cruzi

J. S. De Araujo,® C. F. Da Silva,® D. G. J. Batista,? P. B. Da Silva,® M. B. Meuser,? C. A. F. Aiub,” M. F. V. da Silva,® C. F. Aratjo-Lima,®
M. Banerjee,® A. A. Farahat,®© C. E. Stephens,’ A. Kumar, D. W. Boykin,? M. N. C. Soeiro®

Laboratério de Biologia Celular, Instituto Oswaldo Cruz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil®; Departamento de Genética e Biologia Molecular® and
Departamento de Biofisica e Biometria,“ Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil; Department of Chemistry, Georgia State University, Atlanta,
Georgia, USA% Department of Pharmaceutical Organic Chemistry, Faculty of Pharmacy, Mansoura University, Mansoura, Egypt®; Department of Chemistry and Physics,
Georgia Regents University, Augusta, Georgia, USA"

Fifteen novel arylimidamides (AIAs) (6 bis-amidino and 9 mono-amidino analogues) were assayed against Trypanosoma cruzi
in vitro and in vivo. All the bis-AIAs were more effective than the mono-AIAs, and two analogues, DB1967 and DB1989, were
further evaluated in vivo. Although both of them reduced parasitemia, protection against mortality was not achieved. Our re-

sults show that the number of amidino-terminal units affects the efficacy of arylimidamides against T. cruzi.

hagas disease (CD) is caused by Trypanosoma cruzi and affects

more than 8 million people worldwide (1-5). Benznidazole
(BZ) and nifurtimox (NF) are used for the treatment of CD, but
because of their well-known toxicity and limited efficacy in the
later chronic phase of the disease, new drugs are urgently needed
(6-9). We have evaluated several classes of natural and synthetic
compounds, including arylimidamides (AIAs), aromatic di-
amidine (AD) derivatives with extraordinary activity against 7.
cruzi and other trypanosomatids, both in vitro (10-16) and in vivo
(17, 18). In AIAs, the imino group is linked via an anilino nitro-
gen, while in classical amidines, it is directly attached to an aryl
ring, yielding reduced pK values (14). Here, we report the results
of in vitro and in vivo activity studies and mutagenicity and selec-
tivity assessments of new AIAs (6 bis-amidino analogues, DB1966,
DB1967, DB1968, DB1979, DB1989, and DB1995, and 9 mono-
amidino analogues, DB1996, DB1997, DB1980, DB2001, DB2002,
DB2003, DB2004, DB2006, and DB2007), which provide insight
on the relevance of one or two terminal amidino units for
biological activity.

We synthesized the mono- and bis-arylimidamides (see struc-
tures in Table 1) as reported (19-21). Benznidazole (BZ) (Labo-
ratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco, LAFEPE, Brazil)
and gentian violet (Sigma-Aldrich) were used as reference drugs
(22). Primary cultures of cardiac cells (CC) were obtained as re-
ported (18,23). The Y strain of T. cruzi was used, and bloodstream
trypomastigotes (BT) and intracellular trypomastigote forms
were assayed as described previously (18, 23). Mammalian cell
cytotoxicity of AIAs was evaluated on uninfected CC incubated up
to 48 h at 37°C with each compound (0 to 32 uM); morphology,
spontaneous contractibility, and cell death rates were measured
for determination of the 50% effective compound concentrations
(ECs0s) (24). For trypanocidal analysis, BT were incubated at 37°C
for 24 h with nontoxic concentrations of the compounds to deter-
mine the EC;, (24). For analysis with intracellular amastigotes,
after 24 h of parasite-host cell interaction, increasing nontoxic
doses of the compounds were added for 48 h, and drug activity was
estimated by calculating the infection index (II) as reported (12,
24). The data shown are the means * standard deviations from 2
to 4 experiments run in duplicate. A bacterial reverse mutation
(Ames) test and a cytotoxicity assay were performed as proposed
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by Maron and Ames (25) and Organization for Economic Coop-
eration and Development (OECD) test guideline 471 (26). Statis-
tical analysis was performed by the analysis of variance test (P =
0.05) (22).

Male Swiss Webster mice (18 to 21 g) (Fundagdo Oswaldo
Cruz Animal Facility [CECAL/FIOCRUZ], Brazil) were housed
six per cage in a conventional room at 20 to 24°C under a 12/12-h
light/dark cycle, with sterilized water and chow provided ad libi-
tum. Infection was achieved by intraperitoneal (i.p.) injection of
10* BT (Y strain), and the mice (6 per group) were uninfected
(noninfected and nontreated), untreated (infected and treated
with vehicle), or treated with different doses of DB1989 and
DB1967 (infected and treated with 0.2-ml i.p. daily doses up to 50
mg/kg of body weight). Infected mice were treated with 100 mg/
kg/day BZ orally once a day. Treatment was given at the 5th (par-
asitemia onset) and 8th day postinfection (dpi) (parasitemia
peak). Parasitemia levels, body weights, and percentage of cumu-
lative mortality were checked until 30 days posttreatment, as re-
ported (18). All procedures were carried out in accordance with
the guidelines established by the FIOCRUZ Committee of Ethics
for the Use of Animals (CEUA 0028/09).

BT incubated for 24 h at 37°C showed that 12 of the 15 com-
pounds (all but DB1996, DB1997, and DB2002) had superior
trypanocidal activities (P = 0.05) compared to that of BZ (ECs,,
13 wM). Five of the bis-AlAs (DB1966, DB1967, DB1968,
DB1979, and DB1989) yielded ECsys of =0.1 pM. The bis-AIA
DB1989, the fastest-acting trypanocidal compound, provided an
EC;,0f 2.7 uM after 2 h (Table 1). Bis-AIAs also displayed the best
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TABLE 1 AIA activity against bloodstream trypomastigotes and intracellular (amastigote) forms of T. cruzi (Y strain) and the corresponding

selectivity indexes

Bloodstream trypomastigotes

Amastigotes

ECs, (mean = SD) (uM) at

ECs, (mean = SD)

37°C in RPMI at: (M) at 4°C in blood at: ECsp (mean * SD)
Compound Slat 37°C B ————————— (kM) at 37°C in
Compound structure name 2h 24h at24h 2h 24h RPMI at 48 h Slat48h
A, i
7\ DB1966“ >3.5 0040 30 >32 22+3 0.09 = 0.08 13
A O
=k
F\ DB1967¢ >3.5 0.04 = 0.02 88 >32 3.75*0.3 0.03 = 0.006 40
AT O
IV o7
!\ DB1968* >3.5 0.08 = 0.02 15 >32 29*04 0.1 £0.1 12
L Ol
O, Jui
7\ q DB1979¢ 3.5 0.1 = 0.04 30 >32 10.8 = 2.7 1*x14 3
Ao O
[ F c
3
AV/\O m 0/\</’ DB1989¢ 27* 1.6 0.05 = 0.01 70 >32 39*13 0.06 = 0.03 20
SO avs
? Y Q DB1995“ >32 1.0 0.8 3 >32 25*9 0.9 =£0.35 1.2
Nogia ol
A
A\ DB1980 >32 584 0.2 >32 >32 >0.39 >0.39
0y
R (¢}
e ..
F\ DB1996 >32 1312 0.09 >32 >32 >0.39 3
Oaav
R
e o
7\ DB1997 >32 15%5 0.08 >32 >32 >0.39 3
e
R
/(o o/
7\
DB2001 >32 48+ 1.5 0.2 >32 216 >0.39 0.25
Waasae
\
A,
7\ DB2002 >32 20 = 10 0.15 >32 >32 >0.39 3
>
R
/
RO DB2003 13£3 43*19 0.9 >32 >32 >0.39 9
R Q O O DB2004 1239 29*15 0.35 >32 >32 >0.39 2.5
2l
f N =N DB2006 12 £ 60 59 *10 0.5 >32 22 £09 >0.39 9
R R
P
DB2007 11 £ 60 1.2 %10 1 >32 >32 >0.39 3
AT T,
N
O
OV S BZ >50 13+2 77 >250 >250 36+ 17 >277

g

“ Bis-AIA.
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effect under blood bank conditions (in blood at 4°C); DB1967,
DB1968, and DB1989 showed ECss ranging from 2.9 to 3.9 pM,
while BZ was ineffective at up to 250 wM (Table 1). The most
selective compounds against BT were DB1967 (selectivity index
[SI], 88) and DB1989 (SI, 70) (Table 1). The mono-AIAs DB1980,
DB2001, and DB2004 were the most toxic against cardiac cell cul-
tures at 48 h. Mono-AIAs were ineffective after 48 h at 37°C on T.
cruzi-infected cultures (Table 1). Similar to the effect against BT,
four bis-AIAs (DB1966, DB1967, DB1968, and DB1989) were the
most effective against intracellular parasites (ECss of =0.1 M)
(Table 1). Mono-AlIAs displayed very low selectivities, while the
bis-AIAs DB1989 and DB1967 exhibited the highest SI levels (20
and 40, respectively) against the intracellular parasites (Table 1). A
bacterial reverse mutation (Ames) test indicated no major muta-
genic potential (mutagenic index, <2) with DB1989 (see Table S1
in the supplemental material) or BZ (data not shown). Due to
their excellent in vitro activities against the two parasite forms and
reasonable selectivities, DB1967 and DB1989 were evaluated in
vivo. At 8 dpi (parasitemia peak), DB1989 reduced parasitemia (by
40, 76, and 75% with 12.5, 25, and 50-mg/kg/day doses, respec-
tively), while BZ suppressed parasitemia (Fig. 1A). BZ resulted in
100% survival of the mice, but no dose of DB1989 prevented mor-
tality triggered by the infection (Fig. 1B); the highest dose (50
mg/kg/day) produced higher mortality rates compared to that of
the untreated group, possibly due to compound toxicity (a pon-
deral curve shows higher weight [Fig. 1C]). DB1967 produced
dose-response suppression (67 to 87%) of parasitemia but an ear-
lier and higher mortality rate (100% for all DB1967-treated
groups, likely due to toxicity; data not shown).

AlAs such as DB766 are effective in vitro and in vivo against
intracellular pathogens that cause human and animal pathologies
(24, 27-29) and exhibit stronger activity than those of classical
diamidines (possibly due to their lower pK, values), better bio-
availability, and improved cell membrane permeability (28). Sim-
ilar to their effect against Leishmania, bis-AlAs are highly active
against T. cruzi (12, 15, 22). DB766 showed a selective effect
against intracellular amastigotes and upon a large panel of T. cruzi
strains, including naturally resistant strains, with a higher efficacy
than those of the reference drugs (18).

This work explores the correlation between the trypanocidal
activity/selectivity of AIAs with one or two terminal amidino
groups. Bis-AIAs were most potent against the two parasite forms
relevant to mammalian infection (the bloodstream and intracel-
lular forms), demonstrating that two terminal amidino centers
confer a higher parasiticidal effect than those bearing only one.
The importance of the second amidino center is seen by compar-
ing the results for DB1967 with those for DB2002 (500-fold activ-
ity difference; Table 1), which differ only in the absence of the
second amidino group in DB1967. These results corroborate pre-
vious findings for classical diamidines, confirming the require-
ment of a diamidino unit for effectiveness against T. cruzi (15).
The bis-AIAs DB1967, DB1968, and DB1989 maintained good
trypanocidal activity at 4°C with 96% mouse blood, similar to the
activities of other bis-AlAs, including DB766 (18), DB745 (30),
and DB1831 (22).

All tested bis-AIAs have alkoxy groups of approximately the
same size and with similar in vitro activities (ECsos of =0.1 pM).
DB1967, with only one 2-propoxy group, has essentially the same
antitrypanosomal activity as that of DB766 (18), which has two
such groups; yet, DB1967 is more toxic to animals than DB766,
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FIG 1 In vivo effect of DB1989 on acute mouse model of infection with the Y
strain of T. cruzi. Parasitemia (A), mortality rates (B), and ponderal curve (C)
are shown. The effects of DB1989 (i.p.) and BZ (oral) were followed using
doses (up to 50 mg/kg/day for DB1989 and 100 mg/kg/day for BZ) adminis-
tered at the 5th and 8th dpi.

suggesting that two moderately sized alkoxy groups reduce animal
toxicity. Generally, the activities of the mono-AIAs do not vary
significantly with structure (Table 1). Most bis-AIAs were also
less toxic toward cardiac cells than were the mono-AIAs. Pres-
ently, up to the maximum dose tested, genotoxicity was absent,
and only a mild mutagenicity profile was observed when
DB1989 was assayed against the Salmonella enterica Typhimu-
rium TA98 strain (see Table S1 in the supplemental material),
which is suggestive of a frameshift mutation, probably during the
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DNA repair or duplication process, adding GC pairs into the ge-
nome. Although OECD test guideline 471 recommends using up
to 5 mg of a tested compound, the high activity of DB1989 toward
the bacterial strains impaired assaying higher AIA concentrations
that may mask mutagenic aspects, demanding additional toxico-
logical studies.

DB1989 and DB1967 were moved to T. cruziin vivo models due
to their high in vitro activities and reasonable selectivities. Al-
though parasitemia was reduced, neither DB1967 nor DB1989
protected against mortality. This is in contrast to results with
DB766 (18) and DB1965, a mesylate salt form of DB1831 (22)
which showed in vivo efficacy comparable to that of BZ. The re-
duction of parasitemia observed with DB1967 correlates with the
in vitro data obtained with bloodstream and intracellular parasites
(ECs0s of 30 to 40 nM). As low toxicity was observed in vitro, the
higher mortality rate of the DB1967-treated mice is likely due to
an organ-specific toxicity (e.g., hepatotoxicity) or arose from met-
abolic products of the bis-AIA.

Our data confirm the importance of two amidino centers for
the trypanocidal efficacy of arylimidamides against T. cruzi and
demonstrated that mono-AIAs are less effective and selective than
bis-AIAs. Although very active in vitro, DB1989 and DB1967 failed
to protect against T. cruzi infection in vivo, possibly due to toxicity.
Since previous studies demonstrated in vivo efficacies comparable
to that of BZ for other bis-AlAs, e.g., DB766 (18) and DB1965
(22), the synthesis of novel AIAs bearing bis-terminal pyrimidines
or pyridines merits further investigation as an approach for iden-
tifying new anti-T. cruzi agents.
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Table S1 — Induction of His+ revertants in Salmonella enterica (Typhimurium strains) by
DB1989 in reverse mutation test without metabolic activation

Strain [ 1nM His* + DP® mie Survival %°
TA97 0 1205 1.00 100
1.11 102 £ 18 0.85 100
2.22 114+4 0.96 100
4.45 91+20 0.76 100
8.90 69+6 0.58 100
17.75 676 0.56 100
TA98 0 341 1.00 100
1.11 45+ 6 1.32 100
2.22 79112 2.32 100
4.45 751 2.21 100
8.90 791 2.32 100
17.75 734 2.16 86
TA100 0 629 1.00 100
1.11 57124 0.93 35
2.22 83+9 1.35 15
4.45 811 1.31 27
8.90 76+ 6 1.23 52
17.75 91+1 1.48 50
TA102 0 174 £ 30 1.00 100
1.11 192 £ 37 1.11 13
2.22 142 £ 10 0.82 20
4.45 194 +2 1.11 27
8.90 139+18 0.80 22
17.75 160+ 10 0.92 20

Induction of His’ revertants in S. enterica (Typhimurium strains) by DB1989 in reverse mutation test without metabolic activation.
®Mutagenic index (M.l.): number of His+ induced in the sample/number of spontaneous His+ in the negative control (DMSO 5%).
®Number of His+/plate: mean value + SD of at least three experiments. “Percentage of cell survival (Surv. %) calculated in relation to the
negative control. Bold numbers are statistically significant (p<0.005).



3 ARTIGOS

3.2 Artigo

O trabalho “Phosphodiesterase inhibitors as potencial candidates for Chagas
disease therapy”, a ser submetido ao peridédico “Antimicrobial Agents and
Chemotherapy” em 2015, esta em concordancia com 0s objetivos descritos na
presente dissertacgéo.

Nesta segunda etapa, foram avaliadas a atividade biologica, toxicidade e
seletividade, perfis de reversibilidade e efeito sobre fisiologia de células hospedeiras,
de 17 inibidores de PDE (VUF11848, VUF13522, VUF13526, VUF13527,
VUF13536, VUF14256, VUF14656, VUF14703, VUF14767, VUF14768, VUF14852,
VUF14907, VUF14975, VUFH1601, GBR11827, BS9538 e I|OTA0372). Os
compostos foram selecionados a partir de bibliotecas comerciais através de estudos
in silico e sobre a cepa CL de T. cruzi transfectada. Os que ndo apresentaram
toxicidade sobre células de mamifero e que foram ativos nestes filtros foram entéo
investigados no presente estudo. Primeiramente, os compostos foram testados em
um sistema automatizado utilizando linhagens de fibroblastos L929 infectadas pela
cepa Tulahuen de T. cruzi transfectada com o gene da B-galactosidase, revelando
qgue sete deles apresentaram atividade igual ou superior a do BZ. Estabelecendo
concentracbes ndo toxicas de até ECso <5 pM, os inibidores selecionados foram
avaliados sobre tripomastigotas sanguineos e amastigotas intracelulares das cepas
Y e Colombiana o que revelou que independente da cepa utilizada, observa-se uma
maior atividade sobre as formas multiplicativas (ECso e IS valores de 0,1-1 e 77-476
MM, respectivamente, para 0S compostos mais ativos). Para descartar a
possibilidade de que a superior acao sobre formas intracelulares pudesse ter relacéao
com ativacdo de eventos microbicidas induzidos pelos compostos na célula
hospedeira, atividade sobre amastigotas extracelulares de cepa Y obtidas a partir de
sobrenadante de culturas de células cardiacas e de linhagens Vero foram
investigadas além do pré-tratamento das culturas de L929 antes da infeccéo e a
soma dos dados sugere o efeito direto sobre o parasito. Por fim, a reversibilidade
dos inibidores foi avaliada e os dados demonstram que alguns inibidores tém rapida
acao tripanocida em tempos curtos de exposicao (6 h). Os resultados estimulam a
continuidade do estudo.
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Abstract

Benznidazole (BZ) and nifurtimox, the current treatment for Chagas disease (CD) present
important limitations. The epidemiological shift of CD due to the migration of infected
individuals to non-endemic areas, together with the need to optimize funding sources under
a multidisciplinary drug discovery program, brought to light the relevance of building private
and academic collaborative efforts in this area. The consortium PDE4ANPD was launched to
screen and develop selective phosphodiesterase (PDE) inhibitors targeting four major tropical
neglected diseases including CD. In this work, the activity and selectivity of seventeen PDE
inhibitors against Trypanosoma cruzi were assessed through a standardized phenotypic flow
chart. Firstly, PDE inhibitors were assayed against intracellular forms using L929 cell line
infected by Tulahuen strain (DTU VI) through an automated system. The data reveal that nine
molecules presented comparable activity as BZ. Next, these inhibitors were moved to screen
their effect upon bloodstream trypomastigotes and intracellular amastigotes using another
T.cruzi DTU (Y strain, DTU ll). The findings showed that despite the parasite strain, the
multiplicative forms were more susceptible as compared to trypomastigotes, displaying ECso
values ranging 0.1-5.5 uM and 0.5->50 uM, respectively. The most active PDE inhibitors
against intracellular forms presented high selectivity (>48-476) but unfortunately, those more
active against bloodstream forms displayed mammalian cells toxicity after longer periods of
incubation (> 48 h). The effect on a highly resistant strain (Colombiana) using one of the best
inhibitors (VUF13527) confirmed the susceptible aspect of the intracellular amastigotes. Then,
to rule out the possibility of indirect effect of these compounds acting towards the host cells,
the previous exposition of these mammalian cells was performed followed by rinsing and then
parasite infection. The results show that only a mild reduction on the parasitism was observed
when PDE inhibitors despite the high effect (>80% reduction) of a positive control using an
amidine (DB569). Another set of assays was next done using different sources of extracellular
amastigotes and the data demonstrated that those parasites that were intracellularly
converted to the multiplicative stage early released at the supernatant of cardiac cells (under
a super-infection state) were susceptible to the PDE inhibitors while those that undergo the
differentiation extracellularly (amastigote collected form Vero infected cells) were not. Lastly,
the reversibility and fast killer profile of some inhibitors were done by “wash out” assays.
Some of these inhibitors (like GBR11827) present a fast trypanocidal effect reaching ECsp =

3.28 uM as soon as 6 h of drug incubation while for the positive control the amidine DB745
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was 0.04 uM. Also, an irreversible profile was found using GBR11824, since the incubation for
24 h reached quite similar efficacy as when the inhibitor was maintained for 96h (0.6 and 0.3
UM, respectively). The bulk of our data demonstrate that PDE inhibitors are promising
candidates meriting further investigation in order to achieve alternative therapies for this

silent neglected pathology.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, phosphodiesterase, experimental

chemotherapy, collaborative drug discovery, phenotypic screening

Introduction

Neglected Tropical Diseases (NTDs) represent an important burden in the public health field,
threatening and impairing the lives of more than 1 billion people worldwide (CDC, 2015;
Martin-Plaza & Chatelain, 2015). Among those, about 6 million are infected by the protozoan
parasite Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease (CD), the leading cause of
infectious cardiomyopathy in the endemic areas of 21 countries in Latin America (DNDi, 2015).
The drugs currently available for the treatment of infection, benznidazole (BZ) and nifurtimox,
show limited efficacy, especially in the chronic phase, and are associated with severe adverse
effects, such as peripheral neuropathy, dermatitis and gastrointestinal disruptions (Bern,
2015). Besides that, therapeutic failures of two triazoles inhibitors of CYP51 evaluated in
clinical trials for chronic phase of CD have recently been disclosed (Chatelain, 2015; Molina et
al., 2015) and, according to the data published by the BENEFIT study, no correlation between
etiological therapy (BZ) for chronic patients and protection against cardiomyopathy was found
(Maguire, 2015). These results, once again, reinforces the importance of the continuous
searching for new therapeutic alternatives for DC through translational and multidisciplinary
projects, such as those developed by Drs. William Campbell and Satoshi Omura and Dr. Youyou
Tu, whose studies of new treatments against onchocerciasis, filariasis and malaria shared the

Nobel Prize for Medicine and Physiology in 2015 (Nobel Prize Homepage, 2015).

Although CD is historically a disease associated with poor and rural regions, with the increase
in migration in the last decades, patients number is growing rapidly in non-endemic areas,

such as the USA, Canada, Australia, Japan and Europe (Coura, 2015). This shift in the



100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

epidemiological profile of DC, together with the growing need for resources’ optimization, has
brought to light the urgency of establishing new international collaborative models involving
industry, academia, biotechnology companies and regulatory agencies (Goldman, 2012). In
this context, the consortium PDE4NPD, a four-year, EU-funded project managed by VU
University Amsterdam, was established to develop novel drugs targeting the
phosphodiesterases (PDEs) of the etiological agents of four major NTDs: Chagas disease,
sleeping sickness, leishmaniasis and schistosomiasis (PDE4ANPD Homepage, 2015; Tl Pharma
Homepage, 2015). PDEs are a group of highly conserved hydrolases that control the
intracellular levels of cyclic nucleotides by hydrolyzing cAMP and cGMP, intracellular second
messengers that play a central role in signal transduction cascades (Azevedo et al., 2014). This
high conservation between host and parasite enzymes could be turned from an obstacle to a
major tool for drug finding, especially if it is already used as a pharmacological target in
humans and if its parasite homologue is essential, since expertise and technology gained with
the mammalian target studies could be applied basically to developing selective inhibitors
(Seebeck et al., 2011). In kinetoplastids, four families of class | PDEs (PDEA-D) have been
identified (Woodring & Pollastri, 2014) and it has already been described that the enzyme is
directly involved in cell division, osmoregulation and in vivo virulence, being essential for
parasites’ fitness and survival (Oberholzer et al., 2007; King-Keller et al., 2010; Schoijet et al.,

2011).

The research teams have adapted their expertise in both experimental chemotherapy and
medicinal chemistry in order to screen and synthetize selective inhibitors, validate the
parasites’ PDEs as pharmacological targets of these compounds and increase knowledge
about cyclic nucleotide metabolism. Therefore, establishing a minimum set of criteria and
decision gates is crucial to guarantee reliable results, since the identification of hits and leads
from compounds phenotypically screened in vitro remains a key step to progress them
through drug development chain (Nwaka & Hudson, 2006; Romanha et al., 2010; Chatelain,
2015). Hereupon, in the present study, biological activity and selectivity of twenty PDE
inhibitors, selected from a general screening at University of Antwerp/Belgium, were
determined in vitro using a well-established flow chart based on the Target Product Profile for
Chagas disease (DNDi, 2015). As recommended, strains of T. cruzi belonging to different
discrete typing units (DTUs) were evaluated, as well as both morphological stages of the

parasite relevant for mammalian infection.
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Materials and Methods

PDE inhibitors: 10 mM stock solutions of 17 compounds (Table 1), synthetized by Dr. Rob Leurs
(VU University Amsterdam, The Netherlands), were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO,
maximum final concentration of 1%). Benznidazole (2-nitroimidazole; Laboratdrio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco, Brazil) was used as a reference drug (Timm et al.,

2014a).

Mammalian cells: Primary cardiac cells (CC) cultures were obtained from mice embryos and
plated onto coverslips in 96 or 24-well plates previously coated with 0.01% gelatin (Meirelles

et al., 1986) while L929 fibroblasts lineages were grown as described (Romanha et al., 2010).

Parasites: Bloodstream trypomastigotes (BT) of Y and Colombiana strains of T. cruzi were
obtained by cardiac puncture of infected Swiss Webster mice, on the parasitemia peak
(Meirelles et al., 1986; Batista et al., 2010). Trypomastigotes of Tulahuen strain expressing the
B-galactosidase gene from Escherichia coli were collected from the supernatant of infected
L929 cultures as reported (Buckner et al., 1996; Romanha et al., 2010). Extracellular
amastigotes of Y strain were obtained from the supernatant of infected cultures of CC (50:1

parasite:cell rate) and Vero (10:1 parasite:cell rate).

Cytotoxicity assays: non-infected CC and L929 cultures were incubated at 37°C for 24-96 h
with increasing concentrations of each compound (up to 100 uM) diluted in RPMI. Following,
morphology and spontaneous contractibility were evaluated by light microscopy and cellular
viability determined by the PrestoBlue (CC) and AlamarBlue (L929) tests, as standardized. The
results were expressed as the difference in reduction between treated and non-treated cells
accordingly to the manufacturer instructions and the value of LCsp (minimum concentration

that reduces in 50 % the cellular viability) was determined (Timm et al., 2014a).

Trypanocidal activity: i) BT of Y strain (5x10%/mL) were incubated for 2 and 24 h at 37°C in
RPMI in the presence or absence of 1:3 serial dilutions of the compounds (0 - 50 uM) for
determination of parasite death rates through the direct quantification of live parasites by

light microscopy. The ECso (minimum compound concentration that reduces 50% of the
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number of parasites) was then calculated (Timm et al., 2014a); ii) For the analyses upon
intracellular forms, T. cruzi-infected L929 cultures (Tulahuen strain) were incubated for 96 h
at 37°C with each compound at the single concentration of 10 uM diluted in RPMI. After the
incubation, 500 UM chlorophenol red glycoside (CPRG) in 0.5% Nonidet P40 was added to each
well and the plate was incubated for 18 h at 37°C. The absorbance was measured at 570 and
600 nm using a spectrophotometer. Controls with uninfected cells and infected cells both
treated only with vehicle and/or with BZ were run in parallel for each plate. The compounds
with demonstrated activity in this model were further assayed using increasing concentrations
in order to determine the ECso values, as above described. Results were expressed as
percentage of parasite growth inhibition by comparing the tested compound optical density
data with those obtained from infected and non-treated cell cultures (Romanha et al. 2010).
Next, the most promising compounds (ECsp = BZ) were evaluated upon intracellular
amastigotes from Y and Colombiana strains using infected CC cultures (Meirelles et al., 1986).
After 24 h of infection (10:1 parasite:cell rate), the cultures were treated with non toxic
concentrations of the compounds for 48 h at 37°C. Following the treatment, the CC were
rinsed with saline, fixed with Bouin for 5 min, stained with Giemsa and evaluated through light
microscopy. The percentage of infected host cells and the number of parasites per cell were
determined for the calculation of the infection index, which represents the product between
the first two parameters. The ECso values were then determined (Batista et al., 2010); iii) For
the analyses upon extracellular amastigotes of Y strain, the parasites were incubated
(5x10%/mL) with increasing concentrations of the selected compounds for 24, 48 and 96 h and
the parasite death rates were then determined through the direct quantification of the
parasites by light microscopy for ECso values calculation. Selectivity index (Sl) is expressed by

the ratio between LCs (toxicity for mammalian cells) and the ECso (activity upon the parasite).

Reversibility assays: Tulahuen strain-infected L929 cultures were incubated in the presence of
increasing concentrations of selected compounds for 6-24h and then washed and incubated
with fresh culture medium for another 72 h. The absorbance was evaluated as described

above. As positive control, the bis-amidine DB745 was used (Da Silva et al., 2011).

Pre-treatment effect: Non-infected L929 cultures were treated with the inhibitors in the ECso
concentrations for 24h and then infected with trypomastigotes of Tulahuen strain (Leepin et

al., 2008), following the protocol for analyses of optical density as mentioned above. As
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positive control, the furamidine phenyl-substituted analog DB569 was used (De Souza et al.,

2004).

Results

Firstly, compounds were assayed through an automated system using L929 cell line infected
by tissue-cultured trypomastigotes from the B-galactosidase-transfected Tulahuen strain
(DTU VI), under experimental conditions that lead to infection of approximately 50% of the
cells. In this model, 9 out of 17 inhibitors presented activity comparable or superior to the
reference drug (Bz), exhibiting ECso values ranging 0.17-3.3 uM, compared to 2.7 + 0.4 uM for
Bz. Among them, three of the most potent, VUF13527, VUF13536 and GBR11827, with ECyo
values about 18-fold lower than Bz one, were also the most selective, presenting low toxicity
towards L929 cultures (SI = 133-599), compared to Bz (SI = 51) (Table 2). On the other hand,
VUF14767 and VUF14768 demonstrated high toxicity profile on mammalian host cells,
exhibiting LCso after 96h of 0.85 + 0.42 uM and 2 + 0.8 uM, respectively, leading to low

selectivity (Table 2).

For those nine compounds that showed activity < BZ in this model, additional phenotypic
approaches were conducted using bloodstream trypomastigotes and primary cultures of
embryonic cardiomyocytes infected by Y strain of T. cruzi. However, in this assay only two of
them were at least as active as Bz: VUF14767 and VUF14768. The second was the most potent,
with an ECso value of 0.47 £ 0.13 uM after 24 h of incubation at 37°C, while Bz was 12.9 + 1.9
UM. VUF14768 also displayed higher Sl than Bz (106 and 77, respectively; Table 3). However,
both compounds presented high cardiotoxicity (LCso <1 uM) after 48 h of treatment, as shown
in figure 1, which led to low selectivity and impossibility of determining ECso values for
amastigotes inside cardiac cultures (Table 3). In this intracellular model, it was found that
VUF13526, VUF13527, VUF13536 and VUF14256 were about 3.6 — 36-fold more active than
Bz, exhibiting EC50 values ranging 0.1-1 uM. VUF13527 and VUF13536 were also more
selective (S| >450) than Bz (Table 3). VUF13527 presented the highest potency against the
intracellular parasites, reaching an EC90 <0.5 uM (data not shown). In order to analyze if the
high activity towards intracellular forms is extensive to DTUs naturally resistant to
nitroderivatives, the Colombiana strain was used and one of the most active compounds,

VUF13527, was evaluated. As observed in table 4, although the inhibitor is active against
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intracellular forms in a similar concentration range, it was less potent when comparing to the

Y and Tulahuen strains.

As our data demonstrated that regardless the parasite strain, the intracellular forms are more
susceptible to PDE inhibitors as compared to bloodstream trypomastigotes, the effect of PDE
inhibitors upon amastigotes free of host cells was next evaluated. Therefore, axenic
amastigotes of Y strain were obtained from the supernatant of T.cruzi-infected CC (through
the natural host cell lysis induced by super-infection) and Vero (trypomastigotes
extracellularly differentiated to amastigotes) cultures and incubated with increasing
concentrations of selected inhibitors for 24, 48 and 96h. It was observed that, while VUF13527
presented an extreme reduction of activity in both models, GBR11827, VUF14767 and
VUF14768 induced a reduction on the number of parasites dependent on the time exposure,
reaching ECso values about 8 — 19 fold lower than Bz, ranging 0.8 — 1.9 uM after 96 h of
incubation at 37°C (Table 5). It was also noticeable that GBR11827 exhibited a greater activity
upon those parasites that went through differentiation intracellularly and was shown to be
the faster acting compound, revealing, after the first 24 h, ECso value of 67 + 18 uM. Bz also
presented a time-dependent response, exhibiting ECso value of 15 £ 1 uM after 96 h of parasite

incubation (Table 5).

Next, to rule out that the different effect of the PDE inhibitors could be due to their impact on
host cell physiology, modulating their microbicidal ability against the intracellular forms of T.
cruzi, pre-treatment effect was evaluated. Uninfected L929 cultures were treated for 24 h with
the PDE inhibitors in the ECso corresponding values, washed and then further incubated with
fresh medium in the presence of trypomastigotes of Tulahuen strain, for 96 h. Positive controls
were performed in the presence of diamidine DB569. The data showed that while the pre-
treatment with inhibitors prior to infection caused a maximum of 19% reduction in the
infection index (for GBR11827), DB569 resulted in 85% decrease, arguing against the direct
influence of inhibitors on the host cell, leading to enhanced ability to control the parasite
burden (Table 6). This strongly suggests that the PDE inhibitors acted directly on the parasites

rather than indirectly through actions on the host cells.

Additionally, aiming to evaluate the reversibility profile of the PDE inhibitors, T. cruzi-infected

L929 cultures (Tulahuen strain) were treated with selected compounds and after 6, 12 and 24
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h, the cultures were washed with fresh culture medium and then further incubated for
another 72 h. A positive control was performed by treating the cultures with the bis-amidine
DB745, considered a fast killer (Da Silva et al., 2011). By comparing the data from this assay
with those from 96h of treatment, it is possible to observe that GBR11827 acts faster than
VUF13527, exhibiting, after 6 h of exposure, ECsp values of 3.28 and >5 uM, respectively (Table
7). The inhibitors appear to have an irreversible effect, since after only 24 hours of incubation,
VUF13527, GBR11827 and VUF13536 have a sustained and considerable trypanocidal effect

compared to the 96 hours treatment, as shown in table 7.

Discussion

Phenotypic screening plays an essential role in the identification of novel active compounds,
as proven by the numbers of the U.S. Food and Drug Administration: between 1999 and 2008,
56% of first-in-class small-molecule drugs approved were discovered using phenotypic
screening methods, while 34% were originated from target-based approaches (Blaazer et al.,
2015), one of the main concepts in drug discovery. Going against Paul Ehrlich’s ‘magic bullet’
concept, the analyzing of host and parasite highly conserved enzymes has been proposed,
especially those that are already explored as pharmacological targets (Seebeck et al., 2011).
This strategy, which can be clearly applied to PDE inhibitors, offers advantages such as shorter
development cycle, reduced cost and less uncertainty about safety and pharmacokinetic

profile (Khanna, 2012).

In kinetoplastids, differentiation and cell cycle regulation are under control of cyclic nucleotide
signaling (Wang et al., 2012). The PDE activity is also involved in osmotic regulation after
hyposmotic shock and disruption of this pathway has been shown to eliminate the infection
by Trypanosoma brucei in vivo (Oberholzer et al., 2007; Schoijet et al., 2011). The first
demonstration of PDE activity in lysates of blood forms of T. brucei gambiense occurred more
than forty years ago (Walter 1974) and more recently, studies using parasites knockdown for
the family of TbrPDEB showed that they are essential for this evolutive form, suggesting that
a fine regulation of cAMP is needed to maintain the parasite's fitness (Laxman & Beavo, 2007).
However, our data showed different activities of most compounds according to the
evolutionary stage assayed, being bloodstream trypomastigotes much lesser vulnerable to

PDE inhibitors action than intracellular amastigotes (Tables 2 and 3). It may relate to: i)
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another targeted PDE other than PDEB; ii) different metabolisms between the two forms; iii)

different rates of absorption and/or extrusion of the compounds.

GBR11827 stands out for being active upon bloodstream trypomastigotes (ECso = 20.5 + 4.5
uM) and one of the most effective for amastigotes, especially of Tulahuen strain (ECso=0.3
0.2 uM), and still keeping ECso value in the same range as BZ upon Y strain (5.5 +4 uM and 3.6
+ 1.7 uM, respectively), together with a great selectivity (LCso > 100 uM for both mammalian
cells assayed; Tables 2 and 3). VUF14767 and VUF14768, in spite of presenting high activity
upon trypomastigotes and amastigotes, also showed an important cardiotoxicity when
incubated for 48 h, as observed in figure 1. It may be due to a non-selective activity, already
described for another compounds belonging to this class. An example is IOTA0372, which was
shown to inhibit both T. brucei PDEB1 and human PDE4D to the same extent (Blaazer et al.,
2015). This result is partially in accordance with our studies, which demonstrated IS values
ranging 1 - 19 for this compound, that was also more active upon the multiplicative form
(Tables 2 and 3). Since T. brucei does not present known intracellular forms, our data suggest
that the environmental may be essential to define if the inhibitor action will be lethal or not
for the parasite. The differential activity phenomenon can be seen with VUF13527, which was
very active on amastigotes of all strains (EC50 ranging 0.1 - 0.5 uM; Table 4), although it did
not present activity against bloodstream trypomastigotes (EC50 > 50 uM; Table 3). The
effectiveness of this class upon intracellular forms was also observed in a study of King Keller
et al. (2010), which evaluated PDE inhibitors selected by in silico screening and obtained EC50
values ranging 1.6 - 7.7 uM on Y strain-infected myoblasts, pointing out yet that those that
showed less activity upon the human enzyme exhibited higher affinity for T. cruzi PDEC (King-

Keller et al., 2010).

In order to evaluate if the activity upon intracellular forms was due to some effect on the host
cell, axenic amastigotes obtained from infected cardiac cells supernatant were incubated for
different periods of time in the presence of increasing concentrations of selected inhibitors.
As shown in table 5, GBR11827 was more active than BZ even in shorter times of incubation,
showing EC50 value = 60.7 uM after 24 h. Excepting VUF13527, all tested compounds kept
their good activities, suggesting that the effect is more related to parasite metabolism than to
a possible modulation of host cell. To exclude definitely this possibility, especially for

VUF13527, non-infected L929 cultures were treated 24h prior infection with Tulahuen strain.
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Although an inhibition of 19% in the infection index was found for BS9538, it is eclipsed by the
positive control, the diamidine DB569, which showed a reduction of 85% (Table 6). It was also
observed for other derivative of this class, the DB750, which showed a significant decrease in
Neospora caninum proliferation after exposure of human foreskin fibroblast cultures to 1.7
UM of the compound for 6, 12, or 24 h prior infection (Leepin et al., 2008). The authors
suggested that either these compounds or active metabolites were still present after the wash
out or the treatment impaired some function or structure of host cell that were essential for

parasite proliferation and survival.

Assays using shorter times (Table 7) revealed that the selected compounds have irreversible
effects, especially GBR11827, which already shows activity with only 6 h of treatment on
Tulahuen strain. Note that this molecule has a quick trypanocidal action profile, which is a
desirable feature for emergency interventions, such as reactivation in immunocompromised
patients. The positive control, DB745, was used for its well-known fast activity upon different
strains of T. cruzi (Da Silva et al., 2011), confirmed in the present study (EC50 = 0.04 uM after
6h).

Human isoforms of PDE enjoy a long history as drug targets and several inhibitors already on
the market are used of for a wide spectrum of clinical conditions, such as intermittent
claudication, chronic obstructive pulmonary disease and erectile dysfunction. Hence,
extensive experience in screening these class of compounds is available and must be used to
develop parasite-selective inhibitors. Issues related to the specificity can be overcame by using
the knowledge of medicinal chemistry combined with new structural information about the
catalytic domain of the enzyme (Wang et al. 2007). This know-how and technology
reallocation together with the new collaborative drug discovery approach provide new
opportunities to couple the curiosity-driven research culture in academia with stringent

preclinical practices used in industry (Dahlin et al., 2015).

Conclusions

Our data demonstrate that most PDE inhibitors presently studied are more active against

intracellular forms than upon bloodstream trypomastigotes of T. cruzi. The activity against

amastigotes was noticed with the different DTUs studied, being the Colombiana strain less
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susceptible as compared to Y and Tulahuen strains. Another interesting point is that the effect
of PDE inhibitors against those extracellular amastigotes collected directly from the
supernatant of cardiac cells cultures behaved in a closer pattern as those localized inside the
mammalian hosts, suggestive of a form-dependent activity that merits investigation in order

to deepen the knowledge about cyclic nucleotide pathways in trypanosomatids.
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Table 1: PDE inhibitors

Supplier ID MW
VU VUF11848 420.55
VU VUF13522 503.64
VU VUF13526 391.51
VU VUF13527 337.42
VU VUF13536 606.31
VU VUF14256 323.16
VU VUF14656 584.72
VU VUF14703 529.64
VU VUF14767 237.30
VU VUF14768 211.26
VU VUF14852 503.62
VU VUF14907 377.47
VU VUF14975 373.39
VU VUFH1601 333.86
VU GBR11827 273.28
VU BS9538 407.41
VU IOTA0372 326.17
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GBR11827 VUF14767 VUF14768 VUF14975 VUF14907




Table 2: Activity (uM) of PDE inhibitors against intracelular amastigotes from B-

galactosidase-transfected Tulahuen strain of T. cruzi

Activity (uM) Mean £ SD Selectivity
Inhibitor ECso ECo0 SI (96h)
VUF11848 >10 >10 >20
VUF13522 >10 >10 >20
VUF13526 33121 >5 11
VUF13527 0.36 £0.32 2 278
VUF13536 0.17+0.1 0.61+0.03 599
VUFH1601 >5 >5 20
VUF14256 262+1.9 >5 38
VUF14656 >10 >10 <2.1
VUF14703 >10 >10 <2.8
VUF14767 0.7%+0.5 0.8+0.4 1.2
VUF14768 1.4+0.8 2+0.6 1.4
VUF14852 9.4+0.9 >10 3
VUF14907 33+1.6 >10 17
VUF14975 23104 >10 51
GBR11827 0.3+0.2 1.5+0.35 133
BS9538 >5 >5 <20
IOTA0372 >2.5 >5 <19
Bz 27104 11+1.8 51




Table 3: Activity (uM) of PDE inhibitors against bloodstream trypomastigotes and
intracelular amastigotes from Y strain of T. cruzi

Bloodstream trypomastigotes Intracellular amastigotes

ECso (LM) ECso (M)

Inhibitor Mean + SD IS (24 h) Mean + SD IS (48 h)
VUF13526 >50 1 0.7+0.5 >77
VUF13527 >50 1 0.1+0.03 >476
VUF13536 >50 1 0.1+0.01 >455
VUF14256 40.7+3.2 1.2 1+04 >48
GBR11827 20.5+45 2.4 554 >7.3
VUF14767 45+54 >22 >0.31 <3
VUF14768 0.47 +£0.13 >213 >0.31 <3
VUF14907 ND ND ND ND
VUF14975 >50 >1.6 ND ND

Bz 129+1.9 77 3.6%+1.7 277




Table 4: Comparative activity (uUM) of VUF13527 against intracellular amastigotes from
different strains of T. cruzi

T. cruzi strains Activity (M) IS
’ Mean * SD
Colombiana (DTU 1) 0.5+0.03 >95
Y (DTU 1) 0.1+0.03 >476

Tulahuen (DTU IV) 0.36 £0.32 >278




Table 5: Activity (uM) of PDE inhibitors against extracellular amastigotes from Y strain
of T. cruzi obtained from supernatant of cardiac cells and Vero cultures

Activity (uM) Mean £ SD

Inhibitor 24 h 48 h 96 h
cC Vero cC Vero cC Vero
VUF13527 >100 >5 >100 >5 >100 >5
GBR11827 67 £ 18 >5 83+9.7 >5 0.8+0.01 >5
VUF14767 >100 ND 5.2+8.7 ND 19109 ND
VUF14768 >100 ND 9.2+15.6 ND 1.2+1.1 ND
Bz >100 >100 35.6+114 65 152+1.1 17




Table 6: Effect (%) of pre-treatment of non-infected L929 cell lines in the inhibition of
infection with B-galactosidase-transfected Tulahuen strain of T. cruzi

Inhibitor % Reduction of L929 infection
VUF13526 10+ 4
VUF13527 10+8
VUF13536 6+4
VUF14256 8+3
GBR11827 19+4

BS9538 10+4

IOTA0372 12+5
VUFH1601 0+0

Bz 9+3

DB569 85+ 14




Table 7: Comparative activity (uM) of PDE inhibitors against intracelular amastigotes
from B-galactosidase-transfected Tulahuen strain of T. cruzi treated for 6-96 h

ECso (1M)
Compound 6h 12 h 24 h 96 h
VUF13527 >5 >5 1917 0.36+0.32
GBR11827 3.28+0.9 4.6+0.25 0.6+0.4 0.3+0.2
VUF13536 n.d. n.d. 0.4+0.04 0.17+0.1
DB745 0.04+0 0.04+0 n.d. n.d.




4 DISCUSSAO

Recentemente, foram divulgadas as falhas terapéuticas de dois triazoles
inibidores da CYP51 avaliados em ensaios clinicos da fase crénica da DC
(Chatelein, 2014; Molina et al., 2015), além dos dados publicados no estudo
BENEFIT, que revelaram falta de correlacdo entre terapia de portadores cronicos
com BZ e protecdo contra evolucdo da cardiomiopatia (Maguire, 2015). O conjunto
destes ensaios, mais uma vez, refor¢ca a importancia e urgéncia de identificacao de
novas alternativas terapéuticas para DC através de projetos translacionais e
multidisciplinares como aqueles desenvolvidos pelos Drs. Wiliam Campbell e
Satoshi Omura e pela Dra. Youyou Tu, cujos estudos de novos tratamentos contra
oncocercose, filariose e malaria compartilharam o prémio Nobel de Medicina e
Fisiologia de 2015 (Nobel Prize Homepage, 2015).

O reconhecimento de sequéncias ricas em AT na fenda menor do DNA (e do
KDNA) pelas DAs classicas como a pentamidina tem conduzido a uma estratégia
otimizada de desenho racional de novos compostos estruturalmente relacionados
com potencial antiparasitario (Wilson et al., 2008; Banerjee et al., 2012). As AlAs tém
se mostrado ativas sobre os mais variados parasitos, em especial patdogenos
intracelulares incluindo T. cruzi (Silva et al., 2007a; Silva et al., 2007b; Rosypal et al.,
2008; Pacheco et al., 2009; Mdachi et al., 2009; Batista et al., 2010; Da Silva et al.,
2012; Timm et al.,, 2014a), Leishmania sp. (Wang et al., 2010; Zhu et al., 2012;
Banerjee et al., 2012), Neospora caninum (Debache et al., 2011), Besnoitia besoniti
(Cortes et al.,, 2011), Toxoplasma gondii (Leepin et al., 2008) e Echinococcus
multilocularis (Stadelmann et al., 2011).

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam esta excelente
atividade sobre o T. cruzi e sugerem que a presenca de dois grupamentos catiénicos
terminais promove eficacia reduzindo toxicidade de compostos amidinicos, como ja
anteriormente apontado para as DAs (Pacheco et al.,, 2009). Apesar de alguns
grupos apresentarem a hipotese de que essa mudanca estrutural possa facilitar a
interacdo com o kDNA do parasito, um estudo conduzido com quatro diamidinas
(DB75, DB569, DB1345 e DB829) e oito arilimidamidas (DB766, DB749, DB889,
DB709, DB613, DB1831, DB1852 e DB2002), utilizando abordagens como
desnaturacao térmica e dicroismo circular, mostrou que a eficacia destes compostos
nao esta necessariamente relacionada a forca de ligacdo ao kDNA mas de modo

importante na alteracdo topoldgica da molécula (Daliry et al., 2011). Nosso grupo
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também observou que apesar de haver superior acumulo de varios destes
compostos no KDNA do T. cruzi em relacdo ao ndcleo, ndo ha correlacdo direta
entre esta localizacdo preferencial e efeito tripanocida, e que alguns deles também
se localizam em organelas desprovidas de DNA, como acidocalcisomas. Estes
dados apontam que além de atuarem sobre moléculas ricas em DNA, estes
compostos possam agir de modo primario ou mesmo secundério através de outros
mecanismos, como desorganizacdo dos microtubulos e de membranas celulares e
inducao de lesdes mitocondriais pela sua depolarizacao (Batista et al., 2010b).

Além da busca por novas entidades farmacologicas, outra importante
demanda refere-se a alternativas para profilaxia de bancos de sangue. Em alguns
paises, como Bolivia e México, as taxas de infeccdo pelo T. cruzi sdo tao altas que
0s centros de hemoterapia ndo podem descartar o sangue dos doadores
soropositivos, uma vez que isto resultaria em caréncia dos suprimentos para o0s
hospitais (revisto em Coura & Albajar Vifias, 2010). Contudo, o Unico farmaco de
referéncia disponivel para este tipo de terapia é o corante trifenilmetano violeta de
genciana (VG), que apresenta alguns fatores limitantes, como a coloracéo
azulada/purpura do sangue e, como consequéncia, das mucosas do paciente que o
recebe, além do longo tempo de incubacdo (Morello, 1998). Dados experimentais
revelam ainda o potencial efeito mutagénico em modelos de genotoxicidade sobre
bactérias e células de mamifero (Aidoo et al., 1990). Desta forma, os dados que
revelam que as bis-AlAs DB1967, DB1968 e DB1989 permanecem cerca de oito
vezes mais ativa do que a VG em presenca de sangue (96%) a 4°C tém extrema
importancia na profilaxia de hemoderivados e merece ser mais exploradas.

Outro aspecto a ser precocemente avaliado num programa de descoberta de
novos farmacos diz respeito a seu perfil de seguranca, altamente relevante para a
definicdo de compostos “hit” e lideres (Tabela 2). De fato, sabe-se que mutacoes
pontuais resultam em varias doencas genéticas humanas e o teste de reversao de
mutacdo, ou teste de Ames, € capaz de detectar este tipo de evento através da
restauracdo do fenotipo de sintese natural do aminoacido histidina (OECD, 1997).
Esta metodologia utiliza cepas da bactéria Salmonella enterica Typhimurim,
derivadas da linhagem LT1 e cada cepa apresenta uma mutacdo especifica no
operon de sintese da histidina, de forma a aumentar a sensibilidade para detectar
certos tipos de mutacdes. A linhagem TA97, que possui mutagcdes nos loci hisD6610
e hisO1242, detecta mutagdes do tipo mudanca no quadro de leitura por delecao de
pares de bases GC, enquanto a TA98, que possui mutagcdo no locus hisD3052,
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detecta a adicdo destes pares. JA a cepa TA100 possui uma mutacdo no locus
hisG46 e detecta mutacBes por substituicdo de pares, levando a troca de uma
prolina (GGG/CCC) por uma leucina (GAG/CTC). Diferentemente das anteriores, a
cepa TA102 possui uma mutagao plasmidial no locus hisG428, detectando mutagdes
por substituicdo de pares de bases causadas por estresse oxidativo. A presenca do
plasmideo pKM101 confere resisténcia ao antibidtico ampicilina a todas as linhagens
listadas e aumenta a sensibilidade para a detecgéo de substancias mutagénicas por
elevar a atividade da via de reparo de DNA propensa a erros. Além disso, a cepa
TA102 contém copias multiplas do plasmideo pAQ1, que confere resisténcia ao
antibiotico tetraciclina e eleva os sitios-alvo de substituicbes mutagénicas (Maron &
Ames, 1983; Mortelmans & Zeiger, 2000). O teste pode ser feito, ainda, na presenca
de metabolizacdo exdgena, com a utilizacdo da fracdo S9 (Molecular Toxicology
Inc., Moltox™, EUA) durante a pré-incubacéo. Ela é preparada a partir de figados de
ratos machos Sprague-Dawley tratados com Aroclor 1254 (bifenil-policlorinato), um
composto indutor da sintese de enzimas do complexo P450, em especial CYP1A e
CYP2B. Isto pode resultar tanto num aumento ou diminuicdo na toxicidade do
composto, dependendo da substancia-teste (Zeiger et al., 1979).

No primeiro estudo, selecionamos uma das bis-AlAs mais ativas para explorar
0 potencial mutagénico pelo teste de AMES. Observamos que a DB1989 induziu um
fraco potencial mutagénico sobre a cepa TA98, indicando que o dano possa ser
devido & adicdo de pares de base GC. E importante ressaltar que a alta atividade de
DB1989 sobre as cepas bacterianas impediu que o teste fosse realizado utilizando
concentragbes superiores a 17,7 nM, evitando mascarar o potencial mutagénico.
Desta forma, estudos toxicolégicos mais detalhados se fazem necessarios, visando
descartar tal efeito. No entanto, nossos dados corroboram ensaios anteriores
realizados com as bis-AlAs DB745 e DB766 que revelaram auséncia de sinais
mutagénicos sobre as cepas TA98 e TA100, tanto em presenca como em auséncia

de metabolizacdo exdgena (Wang et al., 2010).
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Tabela 2:

Critérios e parametros utilizados na definicao e sele¢cdo de compostos
“Hit” e Lideres (Adaptado de Don & loset, 2013)

Critério Parametro Composto “Hit” Composto Lider
< -
Atividade (in vitro) EC50 =< 10M sobre EC50 10-20x > que 0
amastigotas intracelulares do “hit
L Maior que o “hit” (ideal:
. L 10 vezes mais ativo vs. .
Eficacia Seletividade (in vitro) células de mamiferos 250x) vs. células de
mamiferos
Reducéo de 80-100%
In Vivo NA na parasitemia ao final
do tratamento e
aumento da sobrevida
Priorizar “hits”, ndo Priorizar “hits”, ndo
DPMK in L devendo ser utilizado devendo ser utilizado
i Regras de Lipinski o ~ S
silico como critério de selecdo como critério de
definitivo selegao definitivo
Proceder com cautela,
- testando o mais cedo
Alertas estruturais (in . i
. possivel para determinar a NA
silico) ~
extensao do problema
percebido
Toxicidade _
Ensaios relevantes
In vitro NA (genotoxicidade,
cardiotoxicidade, etc.)
N&ao ser téxico para
In vivo NA camundongos em dose
Unica
. o Via sintética aceitavel para N&o h& potenciais
Perfil Rotas sintéticas . . X .
. Lo 0 composto e/ou analogos | impedimentos a sintese
quimico favoraveis

deste (<8 passos)

em escala

O BZ, como exposto no Anexo |, mostrou-se toxico sobre a cepa TA100 em

presenca de metabolizacdo exdégena, mas como os valores ndo foram lineares, as

concentracbes sdo consideradas ndo toxicas. Em relacdo a mutagenicidade, nédo

foram observadas concentragbes mutagénicas (até 1000 nM) em nenhuma das

condicoes testadas, refutando os resultados encontrados nos trabalhos de Ferreira &

Ferreira (1986b) e Ferreira et al. (1988a), que revelaram perfis de mutagenicidade e

citotoxicidade sobre cepas TA100 e TALI00ONR, em presenca ou ndo de fragcdo S9.

Como a violeta de genciana é utilizada como controle positivo no teste qualitativo

que precede o ensaio de Ames justamente por sua conhecida atividade bactericida,
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optou-se, entdo, pelo uso do paracetamol como controle comparativo de outro
farmaco liberado, pela sua ampla utilizagdo por sua acao analgésica e antipirética.
Nossos dados (Anexo IlI) ndo revelaram atividade mutagénica ou citotoxica em
nenhuma das concentracdes e condi¢cOes testadas, estando condizentes com dois
trabalhos de repercussdo mundial publicados na década de 1990 (Rannug et al.,
1995; Bergman et al., 1996) que, apds analise aprofundada e realizagdo de testes
de toxicidade em diversos modelos animais, concluiram que o farmaco s6 apresenta
atividade mutagénica quando administrado em doses-limite e ndo dentro da faixa
terapéutica. Os dados de controles positivos estdo compilados no Anexo Il deste
trabalho.

Quanto a eficacia in vivo das bis-AlAs selecionadas, nossos dados
demonstraram que apesar da reducéo significativa da parasitemia no 8° dpi, nem a
DB1967 (Anexo IV) nem a DB1989 foram capazes de impedir a perda de peso e a
mortalidade induzidas pela infeccdo aguda no modelo murino, diferentemente do
que ja foi descrito para outras bis-AlAs, como a DB766 (Batista et al., 2010) e a
DB1965 (Da Silva et al., 2012). Os valores observados na curva ponderal sugerem
gue a alta mortalidade possa estar associada ao comprometimento clinico geral dos
animais tratados com a DB1989, em especial pela caquexia observada nos animais
infectados e tratados, diferentemente do que foi observado no grupo tratado com BZ,
que foi capaz de recuperar o peso e atingir 100% de sobrevida. Existe, ainda, a
possibilidade de potenciais efeitos toxicos das bis-AlAs estudadas ou de seus
metabdlitos, uma vez que a mortalidade foi maior no grupo tratado com a dose de 50
mg/kg/dia em relagéo ao grupo infectado e ndo-tratado. E interessante destacar que
todas as bis-AlAs testadas tém grupos alcoxi aproximadamente do mesmo tamanho
e apresentaram atividade in vitro semelhante (valores de EC50 de <0.1 uM). A
DB1967, com apenas um grupo 2-propoxi, tem essencialmente a mesma atividade
da DB766 (Batista et al., 2010), que apresenta dois destes grupamentos. Contudo, a
DB1967 foi mais toxica para os animais (até 100% de mortalidade), sugerindo que a
presenca de dois grupos alcoxi de tamanho moderado poderia reduzir a toxicidade in
vivo. Para futuros ensaios, uma opcao seria a terapia combinada com o BZ, que
permitiria uma reducdo na dose de ambos e, consequentemente, da toxicidade
sobre os animais e bem como a otimizacao das bis-AlAs mais ativas in vivo visando
promover um perfil de maior seguranca.

Mais recentemente, a ideia da utilizacdo de alvos altamente conservados

entre as espécies e ja muito explorados na clinica para outras patologias tem
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ganhado forca. Assim, a partir de pequenas modificacdes na estrutura quimica de
moléculas j& estudadas para isoformas humanas, € possivel prover maior
seletividade e até mesmo novos usos terapéuticos, como, por exemplo, para terapia
de DTNs (De Koning et al., 2012). Neste contexto, destacam-se os inibidores de
PDEs, compostos também avaliados no presente trabalho.

Diferentes grupos de parasitologistas ja vém avaliando o potencial de
aplicacdo de inibidores de PDE como alvo de terapia de diferentes agentes,
incluindo o T. cruzi (Woodring & Pollastri, 2014). A primeira demonstracdo da
atividade de PDE em lisados de formas de sangue de T. brucei gambiense ocorreu
h& mais de quarenta anos (Walter 1974) e, na ultima década, estudos utilizando
parasitos “knockdown” para a familia de TbrPDEB mostraram que elas séo
essenciais para esta forma evolutiva, sugerindo que uma boa regulacdo de cAMP é
necessaria para manutencdo do “fitness” do parasito (Laxman & Beavo, 2007).
Contudo, nossos dados em T. cruzi mostraram que as formas sanguineas foram
menos sensiveis aos inibidores testados até o momento, quando comparadas as
intracelulares, sugerindo que i) possa haver niveis de expressao diferenciados entre
estas formas; ii) diferentes metabolismos e impacto sobre distintas estruturas
celulares (ex. elementos envolvidos no ciclo celular), iii) distintas taxas de absorcao
e extrusao dos compostos, entre outras hipéteses que merecem ser investigadas.

A eficacia superior sobre amastigotas também foi observada em estudo de
King-Keller e colaboradores (2010), no qual avaliaram uma série de inibidores de
PDE4 selecionados por triagem in silico sobre PDEC de T. cruzi. Os autores
observaram valores de ECso entre 1,6 phM e 7,7 puM no caso de infeccdo de
mioblastos com a cepa Y, ressaltando, ainda, que aqueles como menor atividade
sobre a enzima humana apresentavam maior afinidade por TcrPDEC. Alguns dos
inibidores que estudamos, como VUF13527 e VUF13536, foram cerca de 10 vezes
mais ativos que os descritos no trabalho acima citado, demonstrando o potencial dos
mesmos sobre T. cruzi.

GBR11827 se destaca por ser 0 mais ativo sobre tripomastigotas sanguineos
da cepa Y (ECso = 20,5 = 4,5 uM) e um dos mais ativos sobre as formas amastigotas
da cepa Tulahuen (ECso = 0,3 = 0,2 pM). Assim, de modo a investigar se esta
diferenca de acdo dos compostos pudesse ter relagédo com as cepas estudadas (Y e
Tulahuen para tripomastigota e intracelular, respectivamente), estudamos o efeito
dos compostos sobre a cepa Y presente no citoplasma de cultivos de células

cardiacas. Observamos que os todos 0os compostos mantiveram mesmo nivel de

67



atividade sobre as formas intracelulares, exceto o GBR11827, que se revelou na
mesma faixa do BZ (5,5 + 4 uM e 3,6 £ 1,7 uM, respectivamente). J& VUF13527
mostrou atividade na mesma faixa sobre todas as formas amastigotas das cepas
Tulahuen, Y e Colombiana, com valores de ECso variando entre 0,1 e 0,5 pM.
VUF14767 e VUF14768, apesar de muito ativos sobre ambas as formas, mostraram-
se extremamente cardiotoxicos quando incubados a partir de 48 h. Este fenbmeno
poderia estar relacionado a uma atividade promiscua, ja descrita para outros
compostos desta classe (Blaazer et al., 2015; Ochiana et al, 2015). Um exemplo € o
inibidor IOTA0372, também analisado neste trabalho, que revelou um perfil de
inibicdo semelhante sobre as isoformas de PDEB1 de T. brucei e PDE4D, de
humanos (Blaazer et al., 2015). Este resultado esta parcialmente em concordancia
com os nossos dados, que demonstraram valores de IS entre 1 e 19 para este
composto, que também se revelou mais ativo sobre formas intracelulares. Ensaios
utilizando tempos mais curtos revelaram que 0os compostos selecionados possuem
efeito irreversivel, com destaque para GBR11827 que ja mostra atividade com
apenas 6 h de tratamento sobre a cepa Tulahuen. Vale destacar que esta molécula
tem um perfil de acéo tripanocida rapida o que representa uma caracteristica
desejavel para intervencbes emergenciais em quadros, por exemplo, de reativagéo
em portadores imunocomprometidos.

Visando avaliar se a atividade diferencial observada entre as formas do
parasito poderia ser consequéncia de efeito direto sobre a célula hospedeira,
amastigotas axénicas obtidas do sobrenadante de células cardiacas e de cultivos de
células Vero foram incubadas por diferentes periodos em presenca de
concentracbes crescentes dos inibidores selecionados. Estes parasitos, embora
tenham morfologia de amastigotas, foram recuperados apds processos
diferenciados de amastigogénese. No primeiro protocolo, utilizamos células
cardiacas expostas a superinfeccdo (razdo 50:1 parasito:célula), que induz uma
precoce ruptura da membrana das células hospedeiras e liberagdo de amastigotas
no meio extracelular, sendo estas imediatamente coletadas e ensaiadas. J& no
segundo protocolo, apos liberacao de tripomastigotas no sobrenadante das culturas,
estes parasitos foram mantidos sob estresse nutricional e de pH, resultando na
diferenciacdo em formas “amastigotas-like”. Observamos que enquanto havia um
efeito tripanocida tempo-dependente para o BZ em ambas condi¢cbes e em faixas de
concentracbes equivalentes, no caso dos inibidores houve morte de parasitos

somente quando incubados com as amastigotas que se diferenciaram
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intracelularmente e que, portanto, apresentam perfil metabolico mais semelhante ao
de parasitos presentes no ambiente intracelular. Neste caso, GBR11827 novamente
chama atencéo por ser mais ativo que o BZ mesmo em tempos mais curtos, exibindo
valor de ECso = 60,7 pM apos 24 h. Com excecdo de VUF13527, todos os
compostos testados mantiveram sua boa atividade sobre amastigotas extracelulares
obtidas a partir de células cardiacas, sugerindo que o efeito esteja mais relacionado
ao metabolismo da forma evolutiva do que a uma possivel modulagédo pela célula
hospedeira. Isto foi corroborado no ensaio em que culturas de fibroblastos L929
foram tratadas por 24 h previamente a infeccdo com os respectivos valores de ECso
de cada inibidor. Apesar de uma inibicdo maxima de 19% no indice de infeccéo ter
sido observada com GBR11827, isto foi eclipsado pelo controle positivo, a diamidina
DB569, que mostrou reducdo de 85%. Outro derivado desta classe, a DB750,
mostrou diminuicdo significativa na proliferacdo de Neospora caninum apoés a
exposicdo de fibroblastos humanos a DA na concentracdo de 1,7 uM por 6, 12 ou 24
h antes da infeccao (Leepin et al., 2008). Os autores sugerem que 0 composto ou
seus metabdlitos poderiam estar estocados intracelularmente mesmo apos a
lavagem da cultura e/ou que o tratamento alterou alguma estrutura ou funcdo da
célula hospedeira ativando seu potencial microbicida reduzindo assim a
sobrevivéncia e proliferacdo do parasito. Estes dados, somados as evidéncias sobre
amastigotas extracelulares, demonstram o efeito dos inibidores sobre os parasitos e
de modo diferenciado a depender da forma do parasito que estd em analise.

As isoformas humanas de PDE desfrutam de um longo histérico como alvos
de farmacos ja liberados e amplamente utilizados, o que fornece uma vasta
experiéncia na triagem de novos compostos que pode ser aproveitada para o
desenvolvimento de inibidores para isoformas especificas do parasito. Questdes
relativas a especificidade podem ser contornadas usando o conhecimento da
guimica medicinal, combinado com novas informacdes estruturais sobre os dominios
cataliticos da enzima em tripanossomatideos (Wang et al., 2012). Esta abordagem
de realocacgéo de “know-how” e de tecnologia pode ajudar a superar o impasse entre
a necessidade médica urgente de novos medicamentos antiparasitarios e 0s
obstaculos tecnologicos e financeiros encontrados para desenvolvé-los (De Koning
et al., 2012; Dahlin et al., 2015).

O presente trabalho abre portas para a avaliagdo mais profunda a respeito de
vias de morte celular e mecanismos de acédo relacionados as AlAs e aos inibidores

de PDE, classes com comprovada atividade antiparasitaria. O “design” inteligente de

69



novos compostos candidatos também esta entre as perspectivas mais importantes e
urgentes, bem como sua triagem através de um painel fenotipico bem estabelecido,

algumas das metas de investigacao na tese de doutorado.
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CONCLUSOES

a) As arilimidamidas exibem excelente atividade sobre ambas formas
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) in vitro, em
doses micromolares e nanomolares, sendo algumas delas mais ativas que a

droga de referéncia (BZ);

b) A andlise do efeito dos compostos contra tripomastigotas em presenca de
sangue total, visando seu potencial uso em centros de hemoterapia, mostrou
uma diminuicdo na atividade tripanocida de alguns compostos. No entanto,
algumas bis-AlAs, como a DB1989, mantiveram-se cerca de 8 vezes mais

ativas do que a violeta de genciana;

c) A correlacdo entre atividade e estrutura quimica sugere que AlAs dicatidnicas
sejam mais eficazes in vitro sobre T. cruzi em relacdo aos compostos
monocationicos, tanto sobre formas tripomastigotas quanto sobre
amastigotas, o que confirma a relevancia da presenca de dois grupos
cationicos terminais quanto a acao e seletividade desta classe;

d) Ensaios de Ames conduzidos com a bis-AlA DB1989 e com os farmacos de
referéncia BZ e paracetamol sugerem baixo e ausente potencial de
mutagenicidade até as concentracdes testadas;

e) Estudos in vivo com a bis-AlAs DB1967 e DB1989 mostraram que, apesar da
reducdo significativa nos niveis de parasitemia, nenhuma foi capaz de
proteger contra a perda de peso corporal e a mortalidade induzidos pela
infeccéo pelo T. cruzi;

f) Os inibidores de PDE apresentam um perfil de atividade diferencial em
relacdo a forma evolutiva avaliada, mostrando-se mais eficazes sobre as
formas amastigotas (intracelulares e extracelulares) quando comparados aos

tripomastigotas sanguineos;
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g) Os compostos VUF14767 e VUF14768, apesar de bastante ativos sobre as
formas extracelulares, mostraram-se extremamente cardiotoxicos, o que pode

sugerir um mecanismo inespecifico;

h) VUF13527 revelou eficacia semelhante sobre as trés cepas avaliadas que
apresentam diferencas no perfil de resisténcia aos farmacos nitroderivados
utilizados na clinica e de distintos DTUs relevantes para infeccdo humana,
como a Tulahuen (susceptivel DTU VI), Y (moderadamente resistente e de
DTU Il) e cepa Colombiana (altamente resistente e de DTU I);

i) Os inibidores selecionados apresentaram um efeito irreversivel, com destaque
para GBR11827, que com seis horas de tratamento ja exibe atividade maior
do que a do BZ o que demonstra sua caracteristica de rapido agente

tripanocida;

J) A possibilidade de efeito direto sobre a célula hospedeira foi descartada pelos
ensaios de pré-tratamento, que mostraram uma inibicdo de no maximo 19%
na infeccao de células L929 pela cepa Tulahuen enquanto o controle positivo

(DB569) alcancou indices de 85% de reducao;

k) Andlises mais profundas acerca de mecanismos de acdo e vias de morte
celular se fazem necesséarios para o melhor entendimento dos perfis de
atividade e toxicidade observados para as duas classes de compostos
avaliadas assim como triagens fenotipicas de novos analogos otimizados a

partir deste estudo.
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Anexo |: Induction of His+ revertants in S. enterica (Typhimurium strains) by BZ in reverse mutation test with and without metabolic activation

Strain nM -S9 +S9
M@ His* + SDP Surv %° Mia His* + SDP Surv %°

0 1.00 79.3+10.7 100.0 1.00 192.0+22.7 100.0

0.1 0.99 78.5+ 445 74.5 1.05 201.3£6.6 98.4
TAQ? 1 0.42 33.5+17.7 77.5 1.08 206.7 + 35.8 100.0
10 1.84 146.0+ 7.9 84.9 1.13 217.3+14.2 82.3
100 1.80 1425+ 6.4 100.0 1.14 218.0 £ 45.0 100.0
1000 1.06 84.0+ 0.0 71.8 0.92 176.7 £12.7 100.0

0 1.00 185+ 35 100.0 1.00 45,0+ 15.6 100

0.1 0.68 12.7+15 100.0 0.73 32.7+4.2 91.6

TAOS 1 1.23 22.7+8.0 100.0 0.74 33.3+9.0 92.5
10 0.86 16.0+ 2.6 100.0 0.74 33.3+17.9 80.3

100 1.48 27.3+6.5 100.0 1.27 57.3+12.2 86.5
1000 1.26 23.3+1.5 100.0 1.05 473+ 7.6 100.0
0 1.00 85.3+6.8 100.0 1.00 84.0+5.3 100.0

0.1 1.06 90.7+7.5 100.0 0.76 64.0+ 3.5 76.4

TA100 1 0.95 80.7+4.9 100.0 0.94 79.3+21.4 63.7
10 0.61 52.0+10.8 100.0 0.85 71.3+8.1 60.9

100 0.42 36.0+ 8.5 100.0 1.03 86.3+19.6 72.8

1000 0.80 68.0 + 38.9 100.0 0.99 83.3+13.3 66.4
0 1.00 358.0 + 68.1 100.0 1.00 405.0 £ 33.0 100.0
0.1 0.96 343.7 +21.7 100.0 0.94 380.0 +8.7 100.0
TAL02 1 1.16 416.3+525 100.0 0.95 386.3+27.1 100.0
10 1.20 430.3+91.6 100.0 0.92 373.0+35.3 99.8
100 1.28 457.7 £+ 22.2 100.0 0.84 339.3+3.5 100.0
1000 1.03 369.5+6.4 100.0 0.83 338.0+ 10.5 100.0

aMutagenic index (M.1.): number of His+ induced in the sample/number of spontaneous His+ in the negative control (DMSO 5%)
bNumber of His+/plate: mean value + SD of at least three experiments
¢Percentage of cell survival (Surv. %) calculated in relation to the negative control



Anexo II: Induction of His+ revertants in S. enterica (Typhimurium strains) by
paracetamol in reverse mutation test with and without metabolic activation

nM His+ + DPP Mi2 Surv %°
TA97 0 178.7 25 1.00 100
1,3.102 161.7 £12.9 0.90 100
1,3.103 147.7 £40.1 0.83 100
1,3.10% 148.7 £ 16.7 0.83 100
1,3.10° 150.7 £5.9 0.84 100
1,3.106 175.0 £ 19.5 0.98 100
TA98 0 18.7 + 10.7 1.00 100
1,3.107 31.3+0.6 1.68 76.2
1,3.103 27.0+x 2.6 1.45 100
1,3.104 335+6.4 1.79 100
1,3.10° 28.3+2.1 1.52 100
1,3.106 25.3+6.4 1.36 100
TA100 0 190.0 £ 24.2 1.00 100
1,3.107 208.0+ 334 1.09 92,7
1,3.108 211.0+21.0 1.11 81,8
1,3.104 202.7 £ 11.0 1.07 93,0
1,3.10° 194.3+21.6 1.02 100
1,3.106 247.3 +57.4 1.30 100
TA102 0 416.0+£54.9 1.00 100
1,3.107 418.0 £ 97.7 1.00 100
1,3.108 441.0 + 15.6 1.06 100
1,3.104 313.3+13.8 0.75 100
1,3.10° 316.7 +45.6 0.76 100
1,3.106 400.3+44.4 0.96 100

aMutagenic index (M.l.): number of His+ induced in the sample/number of spontaneous His+ in the
negative control (DMSO 5%)

bNumber of His+/plate: mean value + SD of at least three experiments

¢Percentage of cell survival (Surv. %) calculated in relation to the negative control
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Anexo lll: Controles positivos utilizados nos ensaios de Ames

Cepa (-S9) [ug/placal (+S9) [ug/placal
TA97 | 4-Nitroquinolino-N-Oxido 0,5 2-Aminoantraceno 1-5
TA98 | 4-Nitroquinolino-N-Oxido 0,5 2-Aminoantraceno 1-5
TA100 Azida Sodica 5,0 2-Aminoantraceno 1-5
TA102 Mitomicina C 0,5 Benzo[a]Pireno 20-50
Cepa -S9 IM +S9 IM
TA97 4-Nitroquinolino-N-Oxido 7.88 2-Aminoantraceno 4.83
TA98 4-Nitroquinolino-N-Oxido 14.7 2-Aminoantraceno 6.77
TA100 Azida Sdédica 25.0 2-Aminoantraceno 2.92
TA102 Mitomicina C 13.5 Benzo[a]Pireno 4.48
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Anexo IV: Graficos de parasitemia, mortalidade e curva ponderal da DB1967 em
ensaio de eficacia aguda em modelo murino de infecgéo pelo T. cruzi
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Parasitemia, percentual de morte acumulada no tratamento e curva ponderal no tratamento com a
DB1967 no modelo experimental de infecgdo aguda pelo Trypanosoma cruzi (10* parasitos de cepa Y
/ camundongo). Os graficos refletem os valores de média e desvio padrao de cada grupo avaliado.
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Anexo V

AAC

Joumnals ASM.org

Different Therapeutic Outcomes of Benznidazole and VNI Treatments
in Different Genders in Mouse Experimental Models of Trypanosoma
cruzi Infection

F. H. Guedes-da-Silva,® D. G. J. Batista,® C. F. da Silva,® M. B. Meuser,® M. R. Simées-Silva,® J. S. de Araujo,® C. G. Ferreira,®
0. C. Moreira,” C. Britto,” G. I. Lepesheva,® Maria de Nazaré C. Soeiro®

Laboratério de Biologia Celular® and Laboratério de Biologia Molecular e Doencas Endémicas,” Instituto Oswaldo Cruz, Fundagao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazil;
Department of Biochemistry, Institute for Global Health, Vanderbilt University, Mashville, Tennessee, USA®

The lack of translation between preclinical assays and clinical trials for novel therapies for Chagas disease (CD) indicates a need
for more feasible and standardized protocols and experimental models. Here, we investigated the effects of treatment with ben-
znidazole (Bz) and with the potent experimental T. cruzi CYP51 inhibitor VNI in mouse models of Chagas disease by using dif-
ferent animal genders and parasite strains and employing distinct types of therapeutic schemes. Our findings confirm that fe-
male mice are less vulnerable to the infection than males, show that male models are less susceptible to treatment with both Bz
and VNI, and thus suggest that male models are much more suitable for selection of the most promising antichagasic agents.
Additionally, we have found that preventive protocols (compound given at 1 dpi) result in higher treatment success rates, which
also should be avoided during advanced steps of in vivo trials of novel anti-T. cruzi drug candidates. Another consideration is
the relevance of immunosuppression methods in order to verify the therapeutic profile of novel compounds, besides the useful-
ness of molecular diagnostic tools (quantitative PCR) to ascertain compound efficacy in experimental animals. Our study aims
to contribute to the development of more reliable methods and decision gates for in vivo assays of novel antiparasitic com-
pounds in order to move them from preclinical to clinical trials for CD.
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Anexo VIl

Phenotypic Screening In Vitro of Novel Aromatic Amidines Against Trypanosoma cruzi
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cruzi infection
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