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RESUMO

PAULI, I. Planejamento de inibidores da enzima cruzaina candidatos a farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas. 2016. 131 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de

Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos, 2016.

A doenca de Chagas ¢ uma doenga tropical negligenciada de alta prioridade nos programas de
pesquisa e desenvolvimento da Organizacdo Mundial da Satde. Grave problema de satide
publica, ¢ uma das maiores causas de desordens cardiacas em varios paises da América
Latina. A inexisténcia de um tratamento satisfatorio faz urgente a busca por novas alternativas
terapéuticas. Nesse contexto, o objetivo dessa tese de doutorado foi o desenvolvimento de
inibidores da enzima cruzaina de Trypanosoma cruzi, alvo molecular validado para a doenga
de Chagas, utilizando de forma integrada varias estratégias experimentais € computacionais
de quimica medicinal e planejamento de farmacos. Duas classes de inibidores foram utilizadas
como compostos lideres: derivados benzimidazdlicos e imidicos. Diversas etapas de
planejamento, sintese quimica e avaliacdo biologica foram realizadas de forma iterativa até
que a otimizacdo da poténcia dos compostos fosse alcangada. Modificagdes em diversas
regides de cada composto lider foram exploradas, levando ao entendimento de requerimentos
de SAR essenciais para a inibicdo enzimatica. O mecanismo de inibi¢do de novas séries de
compostos foi determinado. Estudos preliminares de toxicidade, em linhagens celulares e in
vivo, mostraram que os compostos apresentam um perfil seguro. Por meio da realizacdo de
um estagio de doutorado sanduiche no departamento de metabolismo de farmacos e
farmacocinética da empresa farmacéutica norte-america AbbVie, foi realizada a determinagao
de parametros farmacocinéticos dos compostos investigados. Além disso, foi possivel a
utilizacdo de uma metodologia recentemente implementada na empresa, com foco na
otimiza¢do de multiplos parametros de um composto teste. Este método foi utilizado para a
identificacdo de candidatos a novos farmacos com um equilibrio favordvel entre poténcia e
parametros farmacocinéticos, que sdo absolutamente essenciais para o desenvolvimento de
um novo farmaco eficaz e seguro. Por fim, foi criada uma estratégia mais racional e efetiva
para a triagem de candidatos a novos antichagasicos, que apresentem uma combinagdo

otimizada de poténcia e propriedades de ADME.

Palavras-chave: Doenc¢a de Chagas. Cruzaina. Quimica medicinal. Planejamento de fairmacos.

ADME.






ABSTRACT

PAULI, I. Design of new cruzain inhibitors as drug candidates for the treatment of
Chagas’ disease. 2016. 131 p. Tese Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sao

Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2016.

Chagas’ disease is considered a high priority neglected tropical disease by the World Health
Organization in its research and development programs. It is a serious public health problem,
being among the main causes of cardiac disorders in many countries in Latin America. The
absence of an effectite treatment makes urgent the pursue of novel therapeutic options. In this
way, the goal of this PhD thesis was to develop inhibitors of the enzyme cruzain, the main
cysteine protease from Trypanosoma cruzi, a validated target for Chagas’ disease drug
discovery. This work involved the combination of experimental and computational
approaches in medicinal chemistry and drug design. Two sets of inhibitors were used as lead
compounds: benzimidazole and imide derivatives. The design, chemical synthesis and
biological evaluation of several compounds were performed iteratively, until the optimization
of potency was achieved. Modifications in different regions of each lead compound were
explored, making it possible to understand the SAR requirements for enzyme inhibition. The
mode of inhibition of the compounds was determined. Preliminary toxicity studies were
caried out using cellular lineages and mice, showing that the compounds possess a safe
profile. A PhD internship at the department of metabolism and pharmacokinetics at the U.S.
pharmaceutical company AbbVie led to the determination and optimization of the
pharmacokinetic profile of the inhibitors. Besides, a methodology recently implemented in the
company was employed in this work, which aims a multi parametric optimization of the test
compounds. This method was used to identify drug candidates with a favorable balance
between potency and pharmacokinetic parameters, which are absolutely essential to develop a
new, safe and effective drug. Finally, it was created a rational and more effective strategy for
the screening of new antichagasic drug candidates, presenting an optimized combinaiton of

potency and ADME properties.

Keywords: Chagas’ disease. Cruzain. Medicinal chemistry. Drug design. ADME.
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1 INTRODUCAO

1.1 A doenca de Chagas
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Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi. O inseto triatomineo, vetor da doenga, se alimenta do sangue do hospedeiro
e libera tripomastigotas metaciclicos em suas fezes proximo a picada. Os tripomastigotas metaciclicos
entram no organismo do hospedeiro pela picada ou por meio de membranas mucosas intactas como a
conjuntiva (1). Espécies de triatomineos que atuam como vetores da doenga de Chagas pertencem aos
géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus. Dentro do hospedeiro, os tripomastigotas invadem as
células proximas ao sitio de inoculagdo, onde se diferenciam em amastigotas (2). As amastigotas se
multiplicam por fissdo binaria (3), se diferenciam em tripomastigotas e sdo liberados na circulagio
sanguinea. Os tripomastigotas infectam células de varios tecidos e se transformam em amastigotas
intracelulares em novos sitios de infec¢do. Manifestagdes clinicas podem resultar deste ciclo
infectivo. Os tripomastigotas na circulacdo sanguinea ndo se multiplicam (diferentemente dos
tripanosomas africanos). A multiplicacdo somente acontece quando os parasitas invadem outras
células ou sdo ingeridos por outro vetor. O triatomineo é infectado ao se alimentar de sangue humano
ou animal contendo parasitas circulantes (5). Os tripomastigotas ingeridos se transformam em
epimastigotas no intestino médio do vetor (6). La se multiplicam e se diferenciam (7) em
tripomastigotas metaciclicos no intestino grosso (8).

Fonte: Adaptada de Centers..."”

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, foi descrita em 1909 pelo médico
sanitarista brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, quando identificou o parasita
Trypanosoma cruzi como agente causador de uma doenca febril aguda que afligia brasileiros

~ . s 1
que trabalhavam na construcdo de ferrovias no norte do pais, nomeando o agente causador da
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doenga em homenagem ao seu mentor, Oswaldo Cruz.” A doenga é uma zoonose transmitida,
principalmente, por secre¢des de insetos triatomineos infectados pelo 7. cruzi. Estes insetos —
popularmente conhecidos como barbeiros (Brasil), winchuka (Argentina, Bolivia e Chile),
kissing bugs (em inglés) — atuam como vetores, sendo encontrados nas Américas do Sul e
Central, México’ e sul dos Estados Unidos.* As etapas do ciclo de vida do parasita
(Trypanosoma cruzi), tanto no vetor (Triatomineos) quanto no hospedeiro (mamiferos
vertebrados, aqui representados pelo Homo sapiens), sdo ilustradas na Figura 1. Ha
evidéncias de que os insetos triatomineos, vetores do parasita, transmitissem o parasita entre
animais selvagens nas Américas do Sul e Central por milhdes de anos antes de a doenga
atingir animais domésticos ¢ humanos ha mais de 9 mil anos.”® Ha aproximadamente 200
anos, a rapida conversdo da floresta, habitat natural do vetor, em campos agricolas, criou
inumeraveis oportunidades para o 7. cruzi propagar-se entre animais domésticos, tornando a
doencga de Chagas uma zoonose endémica.’

Ainda hoje, a doenga de Chagas continua sendo um problema de saude grave na
América Latina e uma doenga emergente em areas ndo endémicas como os Estados Unidos,
Canada, Europa, Japao e Australia, principalmente pela emigragdo de individuos infectados.”
Além disso, pelo menos 7 casos de infecgdes autoctones foram relatadas e documentadas nos
Estados Unidos, onde foram encontrados vetores infectados pelo T. cruzi.*'*'" A Figura 2

ilustra sua distribui¢do geografica, de acordo com dados recentes da OMS.
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Figura 2 - Distribuicdo mundial de casos de infec¢@o por Trypanosoma cruzi, com base em estimativas oficiais
da transmissdo vetorial, no periodo de 2006 a 2009.
Fonte: Adaptada de “WORLD..."'"
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Dentre as pessoas acometidas pela doenga de Chagas atualmente, cerca de 20 a 30 %
(2 a 3 milhdes de pessoas) estdo atualmente sofrendo complicagdes decorrentes da
cardiomiopatia chagasica ou irdo desenvolver esta sequela, uma condi¢do altamente
debilitante, caracterizada por arritmias cardiacas, falha na fun¢do cardiaca e risco de morte
stibita por fibrilagio ventricular, taquicardia ou eventos tromboemboliticos.” Outra estimativa

12-13
Danos ao

sugere que até 5,4 milhdes de pessoas desenvolverdo cardiomiopatia chagésica.
trato gastrointestinal também pode originar condigdes como megaesofago e megacolon.” De
acordo com um trabalho publicado no ano de 2012 em uma conceituada revista na area de
doengas negligenciadas, h4 inimeras semelhangas entre a doenca de Chagas no contintente
americano e a epidemia da HIV/AIDS, principalmente nas duas primeiras décadas apos sua
descoberta,'* um alerta para a sua gravidade, que pode estar sendo subestimada.

Por ser uma das principais causas de insuficiéncia cardiaca nos paises em
desenvolvimento,’ resultando em um grande impacto econémico e social e, pelo investimento
irrisério no desenvolvimento de novos farmacos, ela ¢ considerada pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) como uma doenca tropical negligenciada (DTN) de alta prioridade em seus
programas de pesquisa e desenvolvimento.® A OMS estima que de oito a dez milhdes de
pessoas estejam infectadas em todo o mundo, principalmente na América Latina, onde a
doenga é endémica.”” Contudo, nas Gltimas décadas, o perfil epidemiologico tem mudado
devido aos novos padrdoes de migracdo populacional e ao bem sucedido controle de sua
transmissdo vetorial, levando a urbanizacdo e globalizagdo da doenca.'® Outras formas de
transmissdo como a congénita, por transfusdo sanguinea e doagdo de 6rgdos, tém se tornado
motivo de preocupacdo em regides ndo-endémicas, levando paises como os Estados Unidos a
adotarem como rotina a realizacdo de testes para a presenca de anticorpos contra o parasita no
sangue doado aos seus bancos de sangue. As fases clinicas de manifestagdo da doenga se
dividem em aguda e cronica e sdo ilustradas esquematicamente na Figura 3.

Na fase aguda, sintomas como febre, desconforto, edema facial, linfadenopatia
generalizada e hepatosplenomegalia sdo comuns, desaparecendo espontaneamente entre
quatro a seis semanas. A fase cronica pode ser assintomadtica (indeterminada) ou sintomatica
(determinada). Quando assintomatica, os pacientes podem transmitir o parasita para outras
pessoas sem apresentar sinais de enfermidade. Esta fase pode durar dezenas de anos.
Frequentemente, a doenca ¢ descoberta na fase crOnica sintomadtica, caracterizada pelo
crescimento e consequente prejuizo da funcdo de 6rgaos do sistema digestivo ou do coragao.

A cardiomiopatia chagésica ¢ a manifestag@o clinica mais importante e severa na fase cronica
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da doenca de Chagas, sendo caracterizada por insuficiéncia cardiaca, arritmias ventriculares,

A r1e y1 . 1
fendmenos tromboembolicos e morte subita.'”
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Figura 3 - Duas fases clinicas de manifestacdo da doenga de Chagas. A primeira, conhecida como fase aguda e,
a segunda, como fase cronica.
Fonte: Elaborada pela autora.

Além de ser prevalente na América Latina e em varios outros paises desenvolvidos e,
de sua relevancia clinica e epidemiolédgica, a doenga de Chagas também se torna importante
no setor econdmico. A mortalidade precoce e a incapacidade significativa causadas por esta
doenga, que muitas vezes afeta a populacdo de adultos jovens, resultam em um grande
impacto econdmico e social, incluindo o desemprego e a diminuicdo da capacidade
produtiva.'®" Economicamente, o custo anual da doenga de Chagas é contabilizado em mais
de US$7 bilhdes. Somente no Brasil, mais de US$ 1,3 bilhdo em salarios e produtividade

8,19
> De acordo com outra

industrial sdo perdidos devido a trabalhadores afetados pela doenca.
métrica que contabiliza as perdas em produtividade (DALYs, do inglés para disability-
adjusted life-years), somente na América Latina, de acordo com dados de 2008, o custo

estimado foi de 662 mil DALYs, cerca de 6 vezes superior 4 malaria.'*
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Apesar de a doenga ter sido descrita ha mais de cem anos, a farmacoterapia ainda ¢
extremamente insatisfatoria.”’ Os farmacos disponiveis, benzonidazol (Rochagan®, da Roche)
e nifurtimox (Lampit®, da Bayer), desenvolvidos na década de 1970, sio extremamente
limitados®' e apresentam problemas sérios como: i) eficacia moderada (60-80% de cura) na
fase aguda da doenga; (ii) baixa eficicia na fase cronica da doenga; iii) variagdes regionais na
eficdcia devido a cepas de 7. cruzi naturalmente resistentes aos farmacos; iv) efeitos adversos
graves, tais como disturbios digestivos, desordens hematologicas (nifurtimox) e dermatite
hipersensitiva (benzonidazol); v) baixa aderéncia dos pacientes ao tratamento devido aos
efeitos adversos que surgem com o tempo; vi) longo periodo de tratamento (30-90 dias); vii)
auséncia de doses pediatricas; viii) contraindicagdo na gravidez; ix) necessidade de
monitoramento médico especializado.”” A toxicidade do nifurtimox causou a sua retirada do
mercado brasileiro, tornando o benzonidazol a tUnica alternativa terapéutica disponivel.
Contudo, a sua producdo tem sido bastante restrita, colocando em risco a sua disponibilidade
para os proximos anos.

Todos esses fatos evidenciam que a falta de tratamentos efetivos para a doenca de
Chagas cria uma lacuna na tentativa de atenuar o sofrimento de um niimero significativo de
individuos afetados. Consequentemente, a busca por novos agentes quimioterapicos mais
eficazes e menos toxicos se torna indispensavel. As proteases sdo alvos bioldgicos de grande
importancia na clinica médica. Entre elas, destaca-se a a enzima cruzaina, principal cisteino-
protease do 7. cruzi e alvo terapéutico validado para o desenvolvimento de novas terapias

antichagasicas.

1.2 Proteases

Proteases, peptidases ou enzimas proteoliticas possuem a fungdo de catalisar a
degradacdo de ligacdes peptidicas. Em protozoarios como o 7. cruzi, as proteases possuem
multiplas fun¢des que envolvem desde a invasdo celular até a evasdo do parasita do sistema
imune do hospedeiro.” As proteases podem ser divididas de acordo com o tipo de rea¢io que
promovem, sendo classificadas como exopeptidases, quando removem residuos de
aminodcidos das  extremidades N-terminal (aminopeptidases) ou  C-terminal
(carboxipeptidases) e, como endopeptidases, quando sdo responsaveis por catalisar a hidrélise
de ligacdes peptidicas internas. Outro critério utilizado para classificar as proteases esta

relacionado com o seu mecanismo catalitico de clivagem, agrupando-as em seis classes
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principais: serino-proteases, cisteino-proteases, aspartil-proteases, metaloproteases, treonino-

proteases e glutamato-proteases.24

Ligagao clivada

Substrato
N terminal a m m ﬁ @ @ I I C terminal

Protease

e —

Figura 4 - Modelo de interacdo enzima-substrato para proteases. Nesse modelo os subsitios da enzima sdo
representados pela letra “S” e os peptideos do substrato pela letra “P”. O sitio de clivagem do
substrato estd identificado por uma seta.

Fonte: Adaptada de TURK.>

As proteases possuem cavidades em suas estruturas denominadas subsitios. Um
modelo foi desenvolvido para descrevé-los, onde os subsitios da enzima, representados pela
letra “S”, sdo os locais em que se ligam os residuos de aminoécido do substrato, representados
pela letra “P”. Esses subsitios sdo numerados de S1 a Sn seguindo a dire¢do N-terminal do
substrato e de S1’° a Sn’ seguindo a dire¢cdo C-terminal. Os residuos do substrato acomodados
nesses subsitios sdo numerados de P1 a Pn se direcionados ao N-terminal e de P1’ a Pn’ se
direcionados ao C-terminal da ligacdo peptidica do substrato que funciona como sitio de

clivagem® (Figura 4).

1.3 Cruzaina

A cruzaina (EC 3.4.22.51) ¢ a principal e mais abundante cisteino protease do 7. cruzi.
Expressa em todas as etapas do ciclo de vida do parasita (Figura 1), ela ¢ fundamental para a
sua nutri¢do, desenvolvimento, evasdo do sistema imune e invasdo celular do hospedeiro.

. . . A . o, . . , . oA . .27
Devido a sua importancia biolodgica, a enzima ¢ essencial para a sobrevivéncia do 7. cruzi,
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sendo considerada um alvo molecular validado para o desenvolvimento de novos
medicamentos contra a doenga de Chagas.***’

Estruturas tridimensionais (3D) da cruzaina em complexo com uma grande variedade
de ligantes estdo disponiveis no banco de dados de proteinas (PDB, do inglés, Protein Data
Bank)>**" A resolugio destas estruturas permitiu o entendimento da proteina em nivel
atomico, levando a identificacdo e localizagdo de regides importantes e comumente
encontradas em cisteino-proteases: a triade catalitica, a cavidade para oxianion (do inglés,
oxyanion hole) e o bolsdo de especificidade.

Pertencente a familia da papaina, a cruzaina tem estrutura formada por dois dominios,
um deles composto predominantemente de hélices-a ¢ o outro de extensas interagdes entre
fitas-p antiparalelas (Figura SA). O sitio ativo se encontra na interface entre os dois
dominios, onde estdo presentes os residuos de aminoacido Cys25, His162 e Asnl182 (Figura
5B), que compdem a chamada triade catalitica.’®

Este sitio catalitico ¢ dividido em quatro subsitios principais, denominados S1, S2, S3
e S1’° (Figura 6). O subsitio S2 ¢ o principal responsavel pela especificidade da enzima pelo
substrato. Pouco exposto ao solvente, ¢ delimitado pelas cadeias laterais dos residuos
hidrofébicos Met68, Alal38, Leul60 e Gly163 (Figura 5B), o que lhe confere especificidade
por grupos hidrofébicos. A especificidade enzimatica das cisteino-proteases da familia da
papaina depende primariamente das interagdes P2/S2 (Figura 4). A andlise da estrutura
tridimensional da cruzaina covalentemente ligada ao substrato Z-Phe-Ala-FMK revelou que o

subsitio S2 da cruzaina apresenta algumas particularidades com relagcdo ao arquétipo da

~ ‘ v
) ( \( \\
. Amgf\\ .
»
S / 1Hls162

A

’ 3
papaina.’’

A SITIO CATALITICO B

C-terminal N-terminal

Figura 5 - Estrutura 3D da cruzaina. A) Estrutura da cruzaina formada por dois dominios. Em rosa, o dominio
constituido predominantemente por hélices-a e, em verde, o dominio composto principalmente por
fitas-B antiparalelas. B) Aminoacidos que compdem o sitio ativo da cruzaina.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 6 - Sitio de ligagdo da Cruzaina, onde sdo destacados seus principais subsitios: S1, S2, S3 e S1°.
Fonte: Elaborada pela autora.

A presenca do Glu208 na extremidade do subsitio S2 (Figura 7) lhe atribui uma
caracteristica acidica, possibilitando, além do reconhecimento de substratos contendo grupos
hidrofobicos na posigdo P2, interagdes com grupos carregados positivamente.**

Além da carga negativa, o Glu208 contribui conferindo flexibilidade ao S2,
possibilitando a acomodacao de substratos mais ou menos volumosos. A flexibilidade deste
residuo pode ser claramente observada quando sobrepomos trés estruturas cristalograficas:
3IUT, 1F29 e 3KKU (Figura 7). O que torna a presenca do Glu208 neste sitio ainda mais
especial € o fato de que ele ¢ o principal responsavel por diferenciar a cruzaina de outras
proteases, dentre elas as humanas.

Em termos de especificidade enzimatica, a presenca deste aminoacido ¢ responsavel
pelo reconhecimento de Arg e Phe em P2 pelas enzimas catepsina B e cruzaina.’** A
preferéncia da cruzaina por ambos foi determinada e a razdo ke./Km foi de 90 para Phe em
comparagdo com a Arg. Ja para a papaina, o subsitio S2 apresenta uma preferéncia clara por

Phe (razdo k./Km para Phe/Arg = 904). Além disso, os residuos interagentes diferem entre a

cruzaina e a papaina e o dobro de contatos de van der Waals sdo observados entre a papaina e



31

a Phe, indicando que o sitio da papaina se adequa melhor a este aminodcido. Isso faz sentido,

ja que a cruzaina ¢ capaz de acomodar Arg ¢ Phe em P2.%

Glu208

Figura 7 - Subsitio S2 da cruzaina, com destaque para a sua composi¢do hidrofobica e a flexibilidade do
Glu208. As coordenadas para as diferentes conformagdes do Glu208 foram obtidas a partir de trés
estruturas cristalograficas disponiveis no PDB. A conformacdo mais aberta, com a cadeia lateral em
dire¢do ao solvente, foi obtida da estrutura 3IUT (verde limdo). A conformag@o intermediaria foi
obtida da estrutura 1F29 (verde escuro) e a conformacdo mais fechada da estrutura 3KKU (verde
claro).

Fonte: Elaborada pela autora.

Os subsitios S1°, S1 e S3 sdo menos definidos e mais expostos ao solvente, porém sdo
formados por residuos importantes para o reconhecimento e posicionamento de ligantes. O
subsitio S1 abriga o residuo catalitico Cys25, e os residuos GIn19, Gly23, Ser64 e Leu67. No
S1’ encontramos os outros dois aminodcidos que compde a triade catalitica, His162 e Asn182,
além do Aspl61 e Trp184. Finalmente, o subsitio S3 ¢ composto pelos aminoéacidos Ser61,

Ser64, Gly65, Gly66 e Leu67.
1.4 Planejamento de inibidores da cruzaina
Inibidores da cruzaina sdo capazes de matar o 7. cruzi e curar animais infectados pela

doenga de Chagas, validando esta enzima como um alvo promissor para o planejamento de

4 28,41-44 . . R .
novos farmacos.”**'™** Além disso, um estudo genealdgico comparando a enzima presente em
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diferentes DTUs (Discrete Typing Units, ou seja variantes genéticos do 7. cruzi)* demonstrou
que os seus subsitios sdo altamente conservados em todas elas, corroborando a cruzaina como
alvo valioso para o planejamento de farmacos, vacinas, diagndstico e abordagens
genotipicas.”® Estudos utilizando a cruzaina como antigeno para o desenvolvimento de
vacinas estdo em andamento e demonstram resultados animadores.*’

O planejamento de inibidores da cruzaina se beneficiou inicialmente de estudos
bioquimicos caracterizando seus substratos de preferéncia, a partir de colecdes de
peptideos.*®* Consequentemente, as primeiras classes de inibidores desenvolvidos foram
peptidicos e se ligacam de forma covalente e irreversivel, como as vinilsulfonas e as
fluorometilcetonas. Dentre estas, se destaca a vinilsulfona K777 (Figura 8), que mostrou
eficacia contra culturas celulares de parasitas™ e em modelos experimentais da doenga em
camundongos” e cdes.”’

A determinagio da estrutura cristalografica da cruzaina associada com um inibidor’’
abriu caminho para a aplicagdo de técnicas de planejamento de farmacos baseado em
estruturas, ou SBDD (do inglés, Structure Based Drug Design). Estruturas adicionais
permitiram entender aspectos funcionais e estruturais dessa enzima, como a capacidade de
clivar peptidios contendo residuos hidrofobicos e positivos em S2,°* subsitio de maior
importancia para a especificidade de cisteino-proteases. Posteriormente, vérias estruturas
associadas com diversas classes de inibidores foram determinadas, permitindo avaliar a
flexibilidade dos residuos do sitio ativo e as interacdes comuns entre esses ligantes e a
enzima, fornecendo assim uma base sélida para a aplicagdo de métodos de SBDD.
Atualmente, 25 estruturas cristalograficas da cruzaina, todas associadas com inibidores, estao
disponiveis no PDB.

Como resultado desse trabalho estrutural, uma série de inibidores da cruzaina foi
identificada por meio da aplicagdo de estratégias computacionais e experimentais de quimica
medicinal. Sdo exemplos importantes o uso de técnicas de QSAR (do inglés, Quantitative

53,54

Structure-Activity Relationships), o desenvolvimento de inibidores a partir de colegdes de

substratos,” a otimizagdo de inibidores obtidos por técnicas de HTS e de SBVS (do inglés,

33,56 .
" respectivamente). O

High-Throughput Screening’’ e Structure-Based Virtual Screening,
emprego desses métodos permitiu, além do desenvolvimento dos tradicionais inibidores
peptidicos  irreversiveis para proteases, a descoberta de inibidores potentes,

s 33 ’ .
303433 ¢ ndo covalentes,’ para a cruzaina (Figura 8).

peptidomiméticos
A estratégia de inibicdo de cisteino-proteases como alvos terapéuticos mostrou sua

importancia recentemente com o candidato a farmaco odanacatib (Figura 8). Esse derivado
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bisfenil-metilsufonila demonstrou alta eficacia e bom perfil de seguranca em estudos clinicos
de fase III.°" O uso do odanacatib, um inibidor da catepsina K,*® enzima envolvida na
reabsorgdo Ossea,” estd sendo investigado para o tratamento da osteoporose e metastase
Ossea. Este candidato estd sendo desenvolvido pela empresa farmacéutica Merck & Co e foi

encaminhado para aprovacao pelo FDA (Food and Drug Administration) em 2015.
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Figura 8 - Odanacatib, K777 e outros exemplos de classes de inibidores da cruzaina.
Fonte: Adaptada de MARTINEZ-MAYORGA et al.*

1.5 Otimiza¢io de candidatos a farmacos por estratégias de SBDD e LBDD

A descoberta de farmacos ¢ fortemente guiada pela utilizagdo combinada e sinérgica
de ferramentas experimentais e computacionais. Neste contexto, integrar de forma racional e
objetiva, abordagens que permitam a identificagdo de hits e a otimizagdo de compostos
lideres, bem como a descoberta de novas entidades quimicas (NCEs do termo em inglés New

. .. ’ . 60
Chemical Entities), ¢ um dos maiores desafios.
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A utilizagdo de metodologias de SBDD e LBDD (Ligand Based Drug Design) ¢
bastante atrativa e tem sido amplamente explorada na academia e na industria, com resultados
promissores. De maneira geral, a escolha entre o uso dessas metodologias (SBDD, LBDD ou
de uma combinagdo SBDD e LBDD) depende da natureza, quantidade e qualidade da
informag¢@o molecular disponivel para o problema em questdo. As abordagens de LBDD sao
uteis quando ha apenas informagdes sobre a pequena molécula (estrutura e atividade, por
exemplo). Em contrapartida, métodos de SBDD se baseiam na incorpora¢do de informacgao
estrutural sobre o receptor ao qual uma dada molécula se liga. E importante ressaltar ainda
que, quando ambas informagdes sdo disponiveis, essas abordagens podem ser exploradas de
forma combinada, criando novas oportunidades para inovacdo em quimica medicinal.

Uma vez selecionados ligantes bioativos para uma determinada proteina alvo, torna-se
de grande interesse a determinacdo de estruturas de complexos do tipo proteina-ligante que
permitam a avaliagdo de suas interagdes em nivel atdmico. Uma vez determinadas, essas
interagdes podem ser otimizadas com o objetivo de melhorar propriedades como poténcia,
afinidade e seletividade. A aplicagdo de métodos de SBDD tem um rico historico, com novos
exemplos sendo descritos constantemente, explorando uma diversidade de estratégias de
quimica medicinal através da integragdo de métodos experimentais e computacionais.®* Um
exemplo importante é o farmaco imatinib (Gleevec®, da Novartis), um inibidor da enzima
tirosina quinase BCR-ABL, empregado no tratamento da leucemia. Além do papel
fundamental desempenhado pelos métodos SBDD nos estagios iniciais de desenvolvimento
deste farmaco, com o surgimento de resisténcia ao tratamento clinico, mutagdes especificas
em proteinas de cepas resistentes ao imanitib foram exploradas para a geragdo de novas
classes de inibidores.*

A integracdo de métodos de SBDD e LBDD tem também proporcionado a
identificacdo de novos ligantes para otimizagdo molecular e desenvolvimento de compostos
lideres. Nesses casos, o emprego de informacdo estrutural (complexos proteina-ligante) ¢
essencial na identificagdo dos ligantes bioativos iniciais (do inglés, Aifs).”* Em um exemplo
recente, a combinagdo do uso de RMN (Ressondncia Magnética Nuclear) e cristalografia em
larga escala na triagem de fragmentos permitiu a identificacdo de hits contra a chaperona
Hsp90, um alvo molecular para o desenvolvimento de terapias anticancer. Estratégias de
SBDD permitiram a otimizagdo da afinidade desses fragmentos contra o alvo e de
propriedades farmacocinéticas, gerando um candidato a farmaco contra o céancer que
atualmente se encontra em ensaios clinicos.®*® Outros exemplos recentes ilustram que

diversas moléculas desenvolvidas, utilizando SBDD e LBDD, progrediram para a fase de
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desenvolvimento clinico, indicando a efic4cia da otimiza¢do molecular como estratégia para o

. . , 66
desenvolvimento de candidatos a farmacos.

1.6 O estudo de propriedades farmacocinéticas e a otimiza¢cdo multipla de parametros

Os ultimos 20 anos marcaram uma evolugdo expressiva das estratégias de
identificagdo de compostos quimicos lideres na industria farmacéutica. Com foco cada vez
maior na velocidade e eficiéncia da sintese quimica e da triagem biologica, o objetivo durante
este periodo foi a descoberta de pequenas moléculas potentes e seletivas para novos alvos
terapéuticos.®’

A mudanga de uma estratégia historica, baseada na triagem farmacologica in vivo em
baixa escala, para outra em que o foco sdo alvos moleculares especificos, selecionados com
base no conhecimento sobre a biologia da doenga de interesse e com a ajuda das abordagens
“Odmicas”, ndo foi capaz de refrear o aumento nos custos ou mesmo de melhorar a taxa de
produ¢io e comercializagio de NCEs.”® Dados indicam que, ainda hoje, de todos os
compostos selecionados como candidatos a farmacos, menos de 1% chegardo ao mercado,
mostrando que o processo como um todo continua tendo um desempenho muito aquém do
ideal *7

Com o objetivo de gerar candidatos a firmacos de forma mais efetiva, a industria
farmacéutica esta trabalhando de maneira a integrar estratégias de triagem inicial, como a
determinagdo da poténcia de uma molécula contra um alvo especifico, com a determinacdo de
propriedades farmacocinéticas in vitro. H4 um esfor¢o muito grande para que ambos os
resultados sejam fornecidos concomitantemente para o maior numero de moléculas possivel,
munindo seus pesquisadores de informagdes essenciais para que a escolha da molécula ideal
seja feita de forma acertada. Como resultado final, o atual processo de descoberta de farmacos
favorece moléculas candidatas que possuam elevada poténcia in vitro para um alvo definido e
propriedades farmacocinéticas (ADME: Absor¢do, Distribuicdo, Metabolismo e Excre¢do)
adequadas.” "

Um dos beneficios observados para moléculas com alta afinidade in vitro ¢ a maior
probabilidade de atingirem seus alvos (e consequentemente seus efeitos terapéuticos) com a
administracdo de dosagens baixas. Outras vantagens incluem a reducdo de efeitos de ligacao
inespecifica com proteinas relacionadas a efeitos toxicos (e.g.; canal cardiaco de potéssio
humano clonado, HERG), bem como a toxicidade prolongada e riscos de reacdes adversas

devido a geracdo de metabolitos reativos.” A alta afinidade para o alvo proposto também
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diminui o risco de interagdes inespecificas com proteinas muito semelhantes ao alvo
terapéutico. Considerando-se que os ensaios que avaliam poténcia (ICsp, ECsp) tem uma
escalabilidade consideravelmente maior e custos mais baixos por composto, do que os ensaios
utilizados para avaliar propriedades de ADME, ha uma tendéncia para que a avaliagdo da
farmacodindmica tenha usualmente um papel preponderante na selecao e otimizacdo de uma
série lider.”

Por outro lado, alguns ensaios in vitro para a determina¢do de pardmetros de ADME
tém custos e escalas comparaveis aqueles que avaliam a afinidade/poténcia e podem ser
empregados em paralelo. O uso concomintante desses ensaios gera um perfil de atividade
mais minucioso e completo, sendo de maior utilidade na tomada de decisdes no processo de
otimiza¢gdo molecular. De maneira geral, como nem todos os compostos disponiveis em um
programa de planejamento de fiarmacos podem ser avaliados em todos os ensaios,
tipicamente, um esquema de triagem pode ser implementado. O filtro inicial geralmente
utilizado ¢é a poténcia do composto contra o alvo molecular.”’

A consideravel complexidade envolvida na otimiza¢do de propriedades de ADME
torna a otimizagdo de candidatos a novos farmacos muito desafiadora. Uma questdo chave ¢ a
combinagdo entre as caracteristicas necessarias para administracdo de um farmaco por via oral
com as propriedades requeridas para que o principio ativo seja eficaz contra o alvo
estabelecido. Embora a ligacdo efetiva de moléculas aos alvos relacionados com uma
determinada condicdo médica seja imprescindivel, é preciso considerar o nivel de poténcia in
vitro e seletividade necessaria para eficacia. Buscando entender melhor esta relagdo, Gleeson
et al. (2011)*® analisaram os compostos disponiveis no banco de dados ChEMBL, que inclui
mais de 500.000 moléculas disponiveis comercialmente e/ou provenientes de projetos de
descobrimento de farmacos. Os principais resultados indicam: 1) que farmacos administrados
oralmente raramente possuem poténcia na faixa de nanomolar; ii) que a maioria desses
farmacos possui consideravel atividade off-target, ou seja, ndo sdo seletivos; iii) que a
poténcia in vitro ndo tem uma forte correlacio com a dose terapéutica. Esses resultados
sugerem que o beneficio observado para alta poténcia in vitro pode estar sendo compensado
por propriedades farmacocinéticas desfavoraveis.

O processo de descoberta de farmacos com foco na avaliagdo do potencial terapéutico
das moléculas, considerando de forma mais completa os pardmetros bioldgicos necessarios
para sua atividade in vivo, terd maior potencial de sucesso. Dessa maneira, a utilizagdo de
abordagens guiadas por valores farmacocinéticos e farmacodindmicos’ ¢ indispensavel para

melhorar as chances de se encontrar bons candidatos para desenvolvimento clinico.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver inibidores da enzima cruzaina de 7. cruzi, alvo terapéutico validado para

a doenca de Chagas, utilizando de forma integrada, estratégias experimentais e

computacionais de quimica medicinal e planejamento de farmacos.

2.2 Objetivos especificos

)
J e

)
)
)

)

)

)

)

)

Planejar novos inibidores da cruzaina com base em compostos lideres previamente
identificados, empregando métodos de SBDD e LBDD;

Propor a sintese de compostos planejados;

Determinar a poténcia biologica e afinidade de novos compostos contra a cruzaina;
Determinar o mecanismo de agdo dos inibidores contra a enzima alvo;

Realizar estudos estruturais in silico para determinar as intera¢des proteina-inibidor e
racionalizar os resultados experimentais;

Discutir as relagdes entre a estrutura e atividade;

Avaliar in vitro os inibidores mais promissores contra o 7. cruzi,

Avaliar o perfil farmacocinético de compostos selecionados por meio de uma parceria
com a empresa farmacéutica norte-americana AbbVie;

Discutir as relagdes entre a estrutura e propriedades de ADME.






3 METODOLOGIA

O emprego de estratégias de SBDD e LBDD exige uma abordagem multidisciplinar,

envolvendo a integracdo de estratégias computacionais e experimentais.

OBTENGAO DA PROTEINA
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Figura 9 - Integracdo das metodologias utilizadas nesse trabalho de tese de doutorado.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Dentre as diversas combinagdes possiveis, nesse trabalho utilizamos desde a
modelagem molecular in silico, passando pelo uso da biologia molecular e celular,
bioquimica, até os estudos farmacocinéticos in vivo. A maneira como as diferentes

metodologias foram utilizadas e se relacionam esta esquematizada na Figura 9.

3.1 Planejamento de inibidores da cruzaina de 7. cruzi

Neste trabalho, o planejamento e otimiza¢do molecular de inibidores da enzima
cruzaina de 7. cruzi se deu a partir de dois inibidores da enzima descritos recentemente na
literatura® (Figura 10). Estes compostos, denominados de 1 e 2, foram escolhidos como os
compostos lideres deste trabalho por apresentarem afinidade pela cruzaina na faixa de baixo
uM, representarem duas classes quimicas distintas, inibirem a enzima de forma reversivel,
competitiva e ndo-covalentes. Ambos foram sintetizados novamente e reavaliados
detalhadamente contra a enzima alvo. O mecanismo de inibi¢do reversivel competitivo foi
confirmado nos dois casos (com as seguintes constantes de inibi¢do, K; = 2,0 uM e K; = 0,8

UM, respectivamente).

1C,=0,8 uM IC,=2,2uM
K.=2,0uM K. =08uM
TS —— o aamanng e

Figura 10 - Modo de ligagdo intermolecular no sitio ativo, estrutura quimica e afinidade dos inibidores
competitivos da cruzaina, compostos lideres deste trabalho. A) Primeiro composto lider (1), com
modo de ligag@o determinado por cristalografia de raios-X (PDB: 3KKU). B) Segundo composto
lider (2), com modo de ligagdo predito pelo programa de docagem molecular GOLD.”

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2 Sintese de derivados dos compostos lideres 1 e 2

Todas as moléculas planejadas e avaliadas nesse trabalho foram sintetizadas no
Laboratorio de Quimica Orgénica Sintética, da Universidade Estadual de Campinas —
UNICAMP, sob supervisdo do Prof. Dr. Luiz Carlos Dias. As moléculas derivadas do
composto 1 foram sintetizadas pelos pds-doutorandos Marco Aurélio Dessoy, Brian Slafer e
Celso Oliveira Rezende Junior. As moléculas derivadas do composto 2 foram sintetizadas

pelo doutorando Thiago Stevanatto Sampaio e pelo mestrando Rafael Ferreira.
3.3 Expressao da cruzaina de 7. cruzi

Para a realizacdo dos experimentos de cinética enzimatica apresentados nesse trabalho,
foi indispensavel a obtencdo da cruzaina em sua forma pura e ativa. Para isto, o vetor pQE30
(QIAGEN) contendo a constru¢do génica que codifica a cruzaina, gentilmente cedido pela
Prof. Dra. Ana Paula Cabral de Araujo Lima, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ, foi transformado em células de Escherichia coli, linhagem M15. Essa construcao
contem as regides que codificam o pro-dominio e a regido central da enzima, mas ¢ truncada
na extensdo C-terminal, pois esta possui residuos que nio sdo essenciais para a atividade
enzimatica.”> Além disso, o plasmideo permite a expressdo da proteina em fusio com uma
cauda de histidina, possibilitando sua purificagdo pelo uso de uma resina de afinidade.

Para a expressdo da cruzaina, células de E. Coli (linhagem M15) contendo o vetor
pQE30 e a sequéncia codificante da cruzaina, foram pré-inoculadas em 5 mL de meio de
cultivo LB (Luria Bertani) contendo 100 ug/mL de ampicilina e 50 ug/mL de kanamicina e
cultivadas overnight a 37°C, sob agitagdo leve (200 rpm). No dia seguinte, esta cultura foi
adicionada a 1 L de meio LB suplementado com 0,5 M de NaCl, 0,2% de glucose, 1 mM de
betaina, 0,5 M de sorbitol, além dos 100 ug/mL de ampicilina e 50 ug/mL de kanamicina.
Esta nova cultura foi cultivada a 37°C, 200 rpm, até atingir a D.O.¢00 de 0,9. Em seguida, a
cultura foi submetida a um aumento de temperatura, 47°C, 200 rpm, por 20 min, afim de
induzir a producdo de chaperonas, enzimas que auxiliam no enovelamento correto de
proteinas. Logo apods, a expressdo da cruzaina foi induzida pela adi¢do de 0,2 mM
(concentracdo final) de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e permaneceu sob

agitagdo (200 rpm) overnight a 20°C.
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3.4 Purificacao da cruzaina de 7. cruzi

A purificagdo deu-se a partir da expressdo da cruzaina em 1 L de meio de cultura.
Ap0s a expressdo, conforme descrito no item 3.3, as células foram centrifugadas e o pellet
(8,8 g/L) ressuspenso em tampdo de lise (300 mM NaCl; 50 mM Tris; 1,6 mg/mL de
lisozima; pH 8,0), numa propor¢do de 50 mL para cada 1 L de expressdo. Essa mistura foi
lisada utilizando-se um sonicador (pulsar ON: 30 s; pulsar OFF: 45 s; total de 12 pulsos).
Apbs, centrifugamos a mistura lisada a 9000 rpm por 30 min a 4°C.

A cruzaina contida no sobrenadante foi precipitada pela adi¢do de 35% de sulfato de
amonio e rotagéo leve por 2 h a 10°C. Em seguida, esta mistura foi submetida a centrifuga¢do
a 9000 rpm por 30 min a 4°C. A andlise por gel de SDS indicou que a cruzaina estava no
pellet formado. Em seguida, a amostra foi dialisada overnight a 10°C em tampao de lise, sem
sulfato de amonio, para a retirada completa deste componente.

O processo de purificagdo foi realizado em coluna de bancada utilizando-se resina de
niquel (NiNTA superflow — Qiagen). A amostra filtrada foi adicionada a resina previamente
lavada e equilibrada com tampao de lise. Afim de otimizar a intera¢do da enzima com a
resina, a mistura ficou sob rotagdo leve por 3 h a 10°C. Apds, a amostra foi eluida numa
coluna de bancada e o void coletado. A coluna foi inicialmente lavada com 500 mL de tampao
de lavagem suplementado com imidazol (300 mM NaCl; 50 mM Tris; 10 mM imidazol; pH
8,0). A eluicdo da cruzaina ocorreu pela utilizagdo deste tampao de lavagem acrescido de um
gradiente crescente de imidazol (25, 50, 75, 100 e 250 mM, respectivamente). Aliquotas de 8
mL para cada concentragdo de imidazol (divididas em 2 amostras de 4 mL cada), foram
coletadas e uma amostra de cada uma destas elui¢des foi utilizada para verificagdo da
presenca da enzima em gel de SDS PAGE 12% (Figura 11). As elui¢des de 75 mM I a 250
mM II, continham a proteina e foram misturadas. A fracdo total foi dialisada em 1,5 L de
tampao de acetato 0,1 M e pH 5,5 para retirada do imidazol. Apds a didlise, a amostra foi
concentrada em um volume final de 4,5 mL.

A etapa seguinte consistiu na clivagem da por¢do N-terminal da enzima e foi
necessaria para promover a sua ativacdo, uma vez que a enzima ¢ expressa como um
zimogeénio e esta por¢do “bloqueia” seu sitio ativo. Este ¢ um processo de auto-ativagdo, pelo
qual a cruzaina ¢ capaz de promover a auto-protedlise deste fragmento em meio acido. Para
isto, adicionamos o tampao de ativacdo (100 mM acetato de s6édio; 200 mM NaCl; 5 mM
EDTA; 10 mM DTT; pH 5,5) numa proporcao de 1:1 a amostra resultante da purificagdo na

resina de afinidade. O aumento da atividade da proteina foi monitorado por fluorimetria pela
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detecgdo da clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC desde o tempo zero, em intervalos de 1 h
ou de 30 min apos alguma atividade ter sido detectada (ensaio fluorimétrico para deteccao da
atividade enzimatica descrito detalhadamente no item 3.5 desta tese). A ativagdo também foi
verificada em gel de SDS PAGE 12%, pela verificagdo da diminuicdo do peso molecular da

enzima devido a perda da por¢do N-terminal.
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Figura 11 - Gel SDS PAGE 12% das amostras da primeira etapa da purificagdo da cruzaina em resina de
afinidade. (1) Marcador; (2) Expressdo induzido; (3) Elui¢do 50 mM I; (4) Elui¢do 50 mM II; (5)
Eluigdo 75 mM I; (6) Eluigdo 75 mM II; (7) Elui¢do 100 mM I; (8) Elui¢do 100 mM II; (9) Eluigdo
250 mM I; (10) Eluigdo 250 mM I1.

Fonte: Elaborada pela autora.

A ultima etapa consistiu da purificagdo da cruzaina deste fragmento clivado. Para isso,
foi utilizada a resina tiopropil sefarose 6B (Thiopropyl SepharoseR 6B — GE Healthcare Life
Sciences), previamente equilibrada com tampao de ligacao (20 mM fosfato de s6dio; 150 mM
NaCl; pH 7,2). A amostra contendo a cruzaina foi dissolvida numa mistura da resina com
tampao de ligagdo numa proporcao de 20 vezes o volume da amostra de proteina.

A amostra da proteina ativada foi adicionada a resina previamente lavada e
equilibrada, juntamente com o tampdo de ligagdo e incubada overnight a 4°C, sob agitagéo
lenta. Posteriormente, a resina ligada a proteina, foi separada da mistura pela utilizagdo de
uma coluna de bancada. A elui¢do da proteina ocorreu pela lavagem da resina com tampao de
ligacdo suplementado com 20 mM de DTT. A enzima pura foi entdo lavada em sistema de
ultra filtragdo Amicon para a troca de tampao, sendo armazenada em aliquotas de 30 pL a -

80°C, em tampéo contendo 0,1 M NaAc e 0,000005% Triton X-100, pH 5,5. Como indicado
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pelo gel de SDS (Figura 12), ha uma perda significativa de enzima ao longo do processo de
purificacdo. A quantificagdo da concentragdo de enzima ativa resultante do processo de

purificagdo foi realizada por titulagdo utilizando-se o inibidor E-64 e foi de 15 uM.
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Figura 12 - Gel SDS PAGE 12% ap6s a ttlima etapa de purificagdo, mostrando a diminui¢éo do peso molecular
da cruzaina apds o processo de ativagdo. (1) Marcador; (2) Cruzaina ativada.
Fonte: Elaborada pela autora.

3.5 Ensaios enzimaticos

Ensaios bioquimicos para a cruzaina sao bem estabelecidos na literatura e realizados
com alta padronizacdo e validagdo em nosso laboratorio. A atividade catalitica da cruzaina ¢
medida com base na clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC (benzoiloxicarbonil-
fenilalanina-arginina-aminometilcumarina), que ao ser clivado gera o grupo reporter 7-amino-
4-metilcumarina (Figura 13). Para monitoramento da fluorescéncia utilizamos os
comprimentos de onda de 355 nm para excitagdo e 460 nm para emissdo. Esta metodologia ¢
baseada na transferéncia intramolecular de energia de fluorescéncia (IFETS, sigla em inglés
para Intramolecular Fluorescence Energy Transfer).*

Nesse trabalho, definimos como critério a triagem inicial dos compostos contra a
cruzaina na concentragdo padrdo de 100 pM. Os compostos que inibiram a atividade catalitica
da cruzaina, numa faixa superior a 50% nessa concentragdo, foram selecionados para
determinagdo de valores de ICsy, bem como para estudos do mecanismo de inibi¢do. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata em pelo menos dois experimentos independentes.
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O ensaio foi realizado com 1,5 nM de cruzaina e 5,0 uM de substrato (K, = 1 uM), em
tampao de acetato de s6dio 100 mM, pH 5,5, na presenca de 5 mM de DTT* e 0,01% de
Triton X-100.*" As leituras foram realizadas durante 300 s, em temperatura constante de 30°C,
em placas pretas de 96 pocos, utilizando um espectrofluorimetro PerkinElmer, modelo
Victor™. Os resultados destas leituras foram analisados e interpretados com auxilio dos
softwares GraphPad Prism (versdo 6.04 para Windows, GraphPad Software, La Jolla
California USA, www.graphpad.com) e SigmaPlot (versdo 13, Systat Software, Inc., San Jose
California USA, www.sigmaplot.com), também utilizados para geracdo dos graficos,

determinagdo dos valores de ICsg e K. Os valores de emissao intrinseca de todos oscompostos
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Figura 13 - Esquema da clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC, utilizado neste trabalho para determinagéo dos
parametros cinéticos.
Fonte: Elaborada pela autora.
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3.6 Docagem molecular

O pacote de programas GOLD,” “Genetic Optimization for Ligand Docking” foi
utilizado neste trabalho para a realizagdo das docagens moleculares necessarias para predicao
das interacdes proteina-ligante. Nele estd implementado um algoritmo genético para a
docagem de ligantes flexiveis em sitios de ligacdo de proteinas. A estrutura cristalografica
utilizada como receptor, depositada no PDB sob o codigo 3KKU,> foi escolhida dentre as
estruturas da cruzaina disponiveis no PDB, devido a sua alta resolugdo (1,28 A) e por
representar o complexo entre a cruzaina e o primeiro composto lider (composto 1).

Com o auxilio do programa Sybyl-X 2.0 (Tripos International, 1699 South Hanley
Rd., St. Louis, Missouri, 63144, USA), a estrutura da proteina foi preparada para as
simulagdes. Moléculas de agua, o ligante e as duplas conformagdes dos residuos foram
removidos. Atomos de hidrogénio foram adicionados e a protonacio dos residuos cataliticos,
His162 (forma protonada) e Cys25 (forma desprotonada), foi checada com especial atencao
afim de mimetizar o estado encontrado em solugdo.*”**

As estruturas tridimensionais das pequenas moléculas foram geradas utilizando-se os
pardmetros geométricos padrao contidos no Sybyl. Cada composto foi submetido a
minimizagdo de energia pelo campo de for¢a Tripos,* algoritmo de gradiente conjugado
Powell,** critério de convergéncia de 0,05 kcal/molA. Cargas de Gasteiger-Hiickel® foram
atribuidas a cada atomo.

A regido da proteina a ser utilizada nas simulagdes de docagem molecular foi definida
incorporando-se todos os residuos de aminoacido contidos em uma esfera de 12 A,
centralizada no 4tomo de enxofre da Cys25. As simulag¢des foram realizadas utilizando-se os
parametros padrao do GOLD. A fun¢do de ranqueamento GoldScore foi empregada para
selecionar 10 poses representativas para cada composto. As solugdes encontradas pelo
programa foram inspecionadas visualmente, para a verificacdo da complementariedade mutua
entre as superficies moleculares do ligante e da proteina, padrdo de ligacdes de hidrogénio e

interagdes hidrofobicas.
3.7 Parasitas e cultura celular
Os ensaios para verificacdo da poténcia dos compostos contra o 7. cruzi foram

realizados utilizando-se a cepa Tulahuen, parasitas geneticamente modificados para

. .. . 86 . ~
expressarem o gene da B-galactosidase de Escherichia coli, lacZ,” que catalisa uma reacao
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colorimétrica com vermelho de clorofenol B-D-galactopiranosideo (CPRG, Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo.) como substrato. Esta cepa nos foi gentilmente fornecida pelo pesquisador
Frederick S. Buckner da University of Washington em Seattle, WA, USA.

A forma epimastigota do 7. cruzi Tulahuen foi cultivada em laboratdrio, em meio de
cultura LIT (da sigla em inglés para Liver Infusion Triptose) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina. Tripomastigotas foram coletadas do
supernadante de culturas celulares infectadas.®’

Culturas de fibroblastos humanos infectados pelo parasita, analisadas para atividade
B-galactosidase foram cultivadas em meio RPMI 1640 (da sigla em inglés para Roswell Park
Memorial Institute) sem vermelho de fenol, suplementado com 10% de soro fetal bovino,

penicilina e estreptomicina.

3.8 Ensaios contra a forma intracelular amastigota do 7. cruzi

Os ensaios foram realizados em placas de cultura de tecidos de 96 pocos (Becton
Dickinson). Fibroblastos humanos foram semeados a 2 x 10° células por pogo em 80 pL de
meio de cultura RPMI 1640 sem vermelho de fenol e incubados overnight. No dia seguinte,
tripomastigotas expressando B-galactosidase (cepa Tulahuen) foram adicionados a 1,0 x 10?
por poco em 20 uL. de meio RPMI 1640 sem vermelho de fenol. Apds 24 h, os compostos
sintéticos, inibidores da cruzaina, foram adicionados em dilui¢des seriadas de 50 pL, cobrindo
uma faixa de 300 a 0,4 pM. Cada concentragdo de composto foi avaliada em triplicata. As
solucdes estoque foram preparadas em DMSO e diluidas em RPMI 1640 sem vermelho de
fenol. Apds 72 h de incubacgdo, as placas foram inspecionadas em um microscopio invertido
para assegurar o crescimento dos controles e esterilidade das culturas. Em seguida, 50 uL do
substrato, contendo CPRG e Nonidet P-40 (concentragdo final de 0,1%), foram adicionados a
cada um dos pogos. Parasitas viaveis apresentam atividade -galactosidase e sdo capazes de
metabolizar o substrato adicionado, tornando o meio de amarelo para vermelho.

Afim de quantificar essa atividade remanescente apds a incubagdo com 0s compostos
teste, as culturas foram submetidas a leitura em espectrofotometro com leitor de placas
automatico utilizando-se um comprimento de onda de 570 nm. Os dados obtidos foram
transferidos para o software SigmaPlot para determinag¢do dos valores de ICsg. O fdrmaco
benznidazol (BZ) foi utilizado como controle positivo neste ensaio e culturas de parasitas nao

submetidas a incubagdo com os compostos teste foram utilizadas como controle negativo.
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3.9 Ensaio de citotoxicidade em fibroblastos humanos HFF1

A citotoxicidade dos compostos contra a linhagem celular humana utilizada como
célula hospedeira para a determinagdo da poténcia dos compostos teste contra o 7. cruzi foi
avaliada pelo método MTS.* A linhagem celular de fibroblastos HFF1 foi plaqueada numa
concentragdo de 2 x 10° células por pogo numa placa de cultura de 96 pogos (TPPTM) e
incubadas overnight. Em seguida, sete concentragdes (100 — 0,1 pM) de cada composto teste
foram adicionadas em triplicata aos pocos e as placas foram incubadas por 72 h a 37°C em
uma atmosfera umidificada contendo 5% CO,. Foram adicionados 20 pL. do reagente MTS
(CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega) aos pogos ¢ a placa
foi incubada por mais 4 h a 37°C.

A absorbancia a 490 nm foi medida utilizando-se um espectrofotdmetro afim de
acessar a reducdo do reagente MTS pelas células vidveis. A porcentagem de células invidveis
foi determinada com relagdo aos pogos contendo o controle negativo (DMSO 0,5%). Pelo

menos dois experimentos independentes foram realizados para cada composto teste.

3.10 Ensaios de pré-toxicidade in vivo

Para os ensaios in vivo, camundongos BALB/c foram obtidos da Universidade de Sao
Paulo — USP, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto e mantidos sob
condi¢des padrido na casa de animais do CBEM-USP Sdo Carlos. Os procedimentos
realizados neste estudo foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos, e estdo de acordo com o comité internacional de ética em
pesquisa animal. Além disso, este estudo estd de acordo com o principio dos 3R (do inglés
Replacement, Reduction, Refinement), no qual métodos alternativos ao uso de animais, o
refinamento de técnicas com o objetivo de diminuir, sempre que possivel, o sofrimento e o
nimero de animais no estudo, sdo propostos.

Compostos sintéticos que mostraram atividade in vitro contra o 7. cruzi foram
submetidos a testes de toxicidade aguda. Para isto, 6 mg de cada um dos compostos avaliados
foram diluidos em DMSO (30%) mais Tween (10%), sendo esta a solu¢do estoque. Os
estoques finais foram diluidos numa concentragdo de 5 mg/mL em agua destilada.

Em seguida, para cada composto avaliado, um camundongo BALB/c fémea de 18 a 20
g foi usado para a aplicagdo cumulativa do respectivo composto teste por via intraperitoneal

(i.p.). Seis doses foram injetadas durante um periodo de 6 h, resultando numa dose final de
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150 mg/Kg. Apds as administragdes dose-tempo-dependentes, os camundongos foram

observados por 48 h para verificar sinais de toxicidade aguda e entdo foram eutanaziados.

3.11 Estabilidade metabolica in vitro determinada utilizando microssomos de figado

A partir deste subcapitulo serdo descritas as metodologias utilizadas neste trabalho
para a determinagdo dos parametros farmacocinéticos dos compostos, objetos de estudo desta
tese. A descricdo completa sobre a implementacdo e uso destas abordagens no meio
académico e na inddstria farmacéutica podem ser encontradas nas referéncias de 89 a 114,
listadas neste trabalho.**"*

Para a realizagdo deste experimento, microssomos isolados foram adquiridos de
empresas especializadas (BD Gentest — microsomos de figado de camundongo; XenoTech —
microsomos de figado humano). Estes microssomos foram adicionados (concentracao final de
0,25 mg/mL) a uma solucao contendo fosfato de potassio dibasico (concentracio final de 40
mM), e fosfato de potassio monobasico (concentragdo final de 10 mM).

Solugdes estoque de 5 mM para cada composto teste foram preparadas em DMSO.
Uma solucdo quench foi preparada contendo 50% de acetonitrila e 50% de metanol. Além
disso, foi necessaria a preparagdo de uma solucdo de NADPH (10 mM), cofator utilizado
pelas enzimas CYP450.

Placa de incubacio: 450 uL da preparacdo contendo microssomos foram adicionados
a cada pogo da placa que foi entdo aquecida a 37°C por 10 min. Placa teste: 2 ulL do
composto teste (estoque 5 mM) foram adicionados aos respectivos pogos. Em seguida, 300
uL. da preparagdo contendo os microssomos foram adicionados a cada poco contendo o
composto teste. Esta mistura foi homogeneizada e pré-aquecida sob rotacdo leve, durante 5
min, em estufa a 37°C. A placa de incubacio, previamente aquecida, foram adicionados 90 uL
da mistura contida na placa teste perfazendo um volume total de 540 uL. Amostras foram
coletadas apds tempos de incubacao especificos (0, 5, 10, 15, 20 e 30 min).

Para a placa da amostra de 0 min, 180 uL da solu¢do guench foram adicionados a cada
pogo. Em seguida, 6 uL da solucdo de NADPH e finalmente, 54 uL da mistura contida na
placa de incubagdo. Esta placa foi entdo selada, homogencizada e armazenada a 4°C. Em
seguida, foram adicionados 54 uL da solugcdo de NADPH a placa de incubagdo e a mistura foi
homogeneizada. Antes da coleta de cada amostra nos tempos pré-estabelecidos, 45 uL da

solucao guench foram adicionados em cada pogo de cada placa correspondente. Apds atingir
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o tempo de incubacdo desejado, amostras de 60 uL da placa de incubag¢do foram adicionadas a
placa correspondente. As placas foram seladas e armazenadas a 4°C. Depois da amostra para
o ultimo ponto ter sido coletada e adicionada a respectiva placa, todas foram centrifugadas a
3.800 rpm por 30 min. O sobrenadante de cada pogo foi coletado e transferido para placas de
limpas que foram submetidas a andalise por espectrometria de massas. De 5 a 10 uL de cada
amostra foram injetados num instrumento do tipo AB Sciex Triple Quad 5500 para analise

LC-MS/MS.

3.12 Estabilidade determinada pela utilizacio de enzimas CYP450 recombinantes

Os compostos teste foram dissolvidos em DMSO de forma que a concentracdo final
fosse de 5 mM. Adicionalmente foi preparada uma solu¢do de NADPH (10 mM) em tampao
de fosfato de potassio (50 mM). Uma solugdo (rCYP) para cada uma das enzimas
recombinantes da familia do CYP450 selecionadas (1A2, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6 ¢ 3A4) foi
preparada dissolvendo-se a enzima (concentragdo final de 100 pmol/mL) em tampao fosfato
de potassio (50 mM). Uma solucdo guench foi preparada contendo 50% de acetonitrila e 50%
de metanol. Placa de incubacio: foram adicionados 320 uL da solugdo rCYP correspondente
por poco. Placa de compostos: foi adicionado 1 uL da solu¢do de cada composto (estoque a 5
mM em DMSO) aos pogos correspondentes. Adicionou-se entdo 100 uL da solugdo rCYP
correspondente a cada pogo (concentragdo final do composto no ensaio foi de 5 uM). Em
seguida, 10 uL do composto diluido na placa de compostos foram adicionados a placa de
incubagdo e a solugdo foi homogeneizada. Esta placa foi pré-incubada por 10 min a 37°C
numa estufa sob rotacdo a 600 rpm. A placa de tempo 0 min, foram adicionados 30 uL da
solugdo de quench por pogo. Além disso, 1 uL da solu¢do de NADPH foi adicionado e,
finalmente, 9 uL da solug@o contida na placa de incubag¢do. A mistura foi homogeneizada, a
placa selada e armazenada a 4°C.

A placa de incubagdo tornou a estufa a 37°C sob agitagdo a 600 rpm. Amostras de 10
uL. em tempos de incubagdo distintos (5, 10, 20, 30 e 60 min) foram coletadas da placa de
incubagdo contendo os compostos e as CYPs. Para cada tempo uma placa distinta foi utilizada
e continha 30 uL de solugdo quench, além da amostra do composto teste proveniente da placa
de incubacgdo. Apos a coleta da ultima amostra, as placas foram centrifugadas por 20 min a
3.000 rpm. O sobrenadante de cada pogo foi coletado e transferido para placas novas que

foram submetidas a analise por espectrometria de massas. De 5 a 10 uL de cada amostra



51

foram injetados num instrumento do tipo AB Sciex Triple Quad 5500 para analise LC-

MS/MS.

3.13 Determinacio da estabilidade metabolica em hepatdcitos

Neste ensaio os compostos foram incubados com hepatdcitos de diferentes espécies
(rato e humano) em placas de 96 pogos. Amostras foram coletadas em 6 tempos distintos
durante o periodo de incubag¢do e analizadas por LC-MS/MS para determina¢do da meia vida
e clearance intrinseco. O meio de incubacdo consistiu da suplementag¢do do meio de Williams
(Invitrogen, A12176-01) com 2 mM (concentracdo final) de L-glutamina e 15 mM
(concentracdo final) de HEPES. Os inibidores foram preparados em solugcdes estoque (8,75
mM de azamulina e 350 mM de 1-ABT). Os compostos teste foram adicionados numa placa e
dissolvidos em meio de incubacdo afim de que a concentragdo final fosse de 2 uM. Em outra
placa, 50 uL desta solugdo foram adicionados e incubados a 37°C em estufa (5% de CO,) por
30 min.

Hepatdcitos criopreservados (Celsius) foram aquecidos em banho molhado a 37°C por
3 a 5 min e dispensados (2 vials de hepatocitoso por 50 mL de meio) em meio InVitroGRO
HT (suplementado com 10% FBS; 0,15 uM de hidrocortisona; 0,2 mg/mL de BSA, frutose,
insulina e aminoécidos) em tubos falcon de 50 mL e homogeneizados. A mistura foi
centrifugada a 500 rpm (~50 g) por 5 min afim de peletar as células. O sobrenadante foi
descartado ¢ as células ressuspensas em 1 mL de meio de incubagio pré aquecido a 37°C. As
células foram contadas em cdmara de Neubauer e diluidas a 1x10° células viaveis por mL de
meio de incubacdo. Essa mistura foi dividida em 3 amostras: 1) sem inibidor; 2) com o
composto azamulina (concentragdo final de 25 uM), inibidor da CYP3A4; 3) com o composto
aminobenzotriazol (1-ABT; concentracdo final de 1 mM), inidor de todas as CYPs. Para os
ensaios de inibicdo quimica, os hepatdcitos foram pré-incubados com o respectivo inibidor
por 30 min antes da adi¢@o dos compostos teste.

A placa onde os compostos teste foram previamente adicionados e aquecidos, foi
adicionado o volume correspondente de forma que se tivesse 12.500 células viaveis por pogo.
A placa foi incubada a 37°C em estufa com 5% de CO; sob agitag¢do continua a 300 rpm. Uma
placa especifica para cada intervalo de tempo (0, 15, 30, 60, 120 e 240 min) foi preparada.

Atingido o tempo de incubagdo estabelecido, a atividade enzimatica foi interrompida pela
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adi¢do de 75 uL de uma solucdo gelada de acetonitrila e a amostra foi submetida a leitura por

LC-MS/MS.

3.14 Ensaio de permeabilidade em membrana paralela artificial (PAMPA)

Inicialmente, os compostos teste foram dissolvidos em DMSO numa concentragdo
final de 5 mM. Os compostos foram adicionados aos respectivos pogos da placa estoque e
dissolvidos em tampao de fosfato salino (PBS; pH 6,5; 1% DMSO v/v) afim de que a

concentragdo final de composto correspondesse a 1 uM.

Paco doador:
Contém o composto teste +tampao

Membrana composta Pago aceptor:
por hexadecano Contém tampéo

Figura 14 - Esquematizagdo da estrutura de um pogo da placa utilizada para o experimento de PAMPA.
Fonte: Elaborada pela autora.

Foram adicionados aos respectivos pocos da camara doadora (placa superior, Figura
14) 300 uL da solugdo doadora do composto teste correspondente. A cAmara aceptora (placa
inferior, Figura 14) foram adicionados 200 uL do tampao PBS, pH 7,4. Finalmente, a placa
doadora foi sobreposta a placa aceptora. A placa montada foi incubada a 37°C por 5 h sob
agitacdo leve. E interessante observar que a diferenca de pH (6,5 da cAmara doadora e 7,4 da
camara aceptora) ¢ uma tentativa de mimetizar as condi¢des fisioldgicas do corpo humano,
onde o pH no interior do intestino ¢ ligeiramente mais acido (em torno de 6,5) do que o pH do
sangue (7,4).

Para andlise da concentracdo dos compostos por espectrometria de massas, duas placas
(uma para a por¢do doadora e outra para a aceptora) foram preparadas contendo 300 uL de

MEOH:ACN 50:50. Além disso, a placa para analise do contetido do pogo doador, 90 uL de



53

PBS pH 6,5 ¢ 10 uL do conteudo da placa superior de PAMPA foram adicionados. Para a
placa de andlise do pogo aceptor, 100 uL do contetdo da placa inferior de PAMPA foram
adicionados. Como controle adicional, afim de descartar ou identificar a
decomposicao/instabilidade intrinseca do composto em solucdo, amostras da placa estoque
foram submetidas a andlise por LC/MS/MS.

A permeabilidade aparente de cada composto ¢ calculada a partir da equagao:

—1In [1 — —CCA.(,t)l
Permeabilidade (cm/s) Pe = T 1equmbno
A (7 +) =t

Onde:
Ceq = [Cpr) * Vb + Cacy * Va] / (Vb + Va)

Cy = concentra¢do inicial do composto no pogo doador

Cpy = concentragdo do composto no pogo doador no tempo t
Ca( = concentragdo do composto no pogo aceptor no tempo t
Vp = volume adicionado ao pogo doador

V4 = volume adicionado ao pogo aceptor

A = area do filtro (membrana de hexadecano)

¢t = tempo de incubagdo em segundos

Como critério geral para classificagdo dos compostos quanto a permeabilidade,

-6 . , .
compostos que apresentaram P. > 1,5 x 10” cm/s foram classificados como permeaveis,
enquanto compostos que apresentaram valores inferiores a este foram considerados como

pouco ou nao permeaveis.

3.15 Determinacio experimental do LogD

Para a realizacdo deste ensaio 5 uL de cada composto foram diluidos (a partir do
estoque de 5 mM em DMSO) em 245 uL de um tampao com pH fisiologicamente relevante
(50/50 tampdes A/B). O tampao A consistiu de 5% de metanol em 10 mM de acetato de
amonio, pH 7,4. O tampao B consistiu de 100% de metanol, pH 7,4.

Além disso, 9 compostos comercialmente disponiveis e com valores de LogD e
tempos de retencdo nas colunas descritos na literatura (aciclovir, atenolol, antipirina,

fluconazol, metoprolol, carbamazepina, cetoconazol, tolnaftato e amiodarona; valores de
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LogD de -1,86 a 6,1) foram submetidos a leituras por LC-MS/MS em triplicata antes e depois
da leitura dos compostos teste.

O tempo de reten¢do de cada composto em colunas C18 foi registrado. O tempo de
reten¢do de cada um dos 9 compostos padrao foi plotado contra o respectivo valor de LogD
descrito na literatura. A equagdo resultante para esta linha, y = mx + b, ¢ utilizada para

2

calcular os valores de LogD para os compostos teste. O “x” ¢ substituido pelo tempo de

(1]

retencdo em minutos para cada composto teste e o valor resultante para “y” ¢ o valor

experimental de LogD para o respectivo composto teste.

3.16 Determinacio da fracao livre dos compostos (fu)

A ligagdo inespecifica de um composto a enzimas contidas nos meios e tampodes em
que ¢ avaliado e mesmo in vivo, a proteinas plasmadticas por exemplo, pode diminuir
consideravelmente a sua biodisponibilidade. Por isso a corre¢do, por meio da determinagdo da
sua fracdo livre apds a incubacdo com plasma, microsomos, ou qualquer tecido
homogeneizado, ¢ essencial para a precisdo da predicdo do clearance metabdlico. Neste
trabalho, a fracdo livre dos compostos teste foi determinada para microssomos, plasma e
tampao contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). Para isso realizou-se a dialise de equilibrio,
em uma placa de 96 pogos (HT-Dialysis, modelo HTD96b), onde cada poco ¢ dividido por
uma membrana semi-permeavel (MWCO 12-14 kDa). De um lado foi adicionado o composto
teste (misturado a matriz de interesse — plasma, microssomos, ou qualquer tecido
homogeneizado) e do outro, o tampao de fosfato de potéssio (50 mM, pH 7,4). Uma curva
padrdo foi utilizada para cada composto por matriz para calcular a concentragdo do composto
(% livre, fu do inglés fraction unbound) de ambos os lados.

As concentragdes de composto teste utilizadas foram de 1, 2, 20, 200, 2000 ¢ 5000
nM. A preparacdo das solucdes estoque de cada composto foi feita pela homogeneizacdo do
mesmo em DMSO afim de obter-se uma concentragdo final de 1| mM. Em 500 uL de matriz
foram adicionados 0,5 uL da solugdo estoque do composto e essa foi a mistura adicionada a
um dos lados do pogo dividido pela membrana. Cada composto foi avaliado em triplicata.
Apo6s montada, a placa foi selada e incubada a 37°C sob rotagéo leve (150 rpm) por 4 h. Apds
o periodo de incubagdo, as placas para andlise foram preparadas e submetidas a analise por
LC-MS/MS.

A porcentagem de composto recuperado e a fracdo livre sdo calculadas a partir das

equagdes seguintes:
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% de recuperacio = ((concentragio do composto no tampdo + concentragdo do composto na matriz)/concetragdo no To) * 100

fu (fragdo livre) = concentrag¢@o do composto no tampao / concentragdo do composto na matriz

E importante destacar aqui que o fu determinado ¢ utilizado apenas como fator de
corre¢do para determinagdo dos demais pardmetros farmacocinétidos e ndo como critério de

selecdo das moléculas.

3.17 Biotransformacao e analise dos metabdlitos formados apds incubacio do composto

teste com microssomos

Antes de iniciar o ensaio 0s compostos teste sdo dissolvidos em DMSO numa
concentragdo estoque de 5 mM. A concentracdo teste de 1 mM de cada composto foi obtida
pela adi¢do de H,O/MeOH:2/1 (v/v). Uma solugdo de NADPH (10 mM), uma solucio quench
contendo 50% de acetonitrila e 50% de metanol, e um tampao contendo 100 mM de fostato
foram preparados. Microssomos isolados foram adquiridos de empresas especializadas (BD
Gentest — microsomos de figado de camundongo; XenoTech — microsomos de figado
humano). Os microssomos foram dissolvidos numa solu¢do de incubacdo contendo 100 mM
de fosfato, afim de que a concentragao final fosse de 2 mg/mL. Duas placas foram preparadas,
uma para o tempo 0 min e outra para o tempo 60 min.

A ambas as placas (0 e 60 min) foram adicionados 178 L da solugdo de incubagdo
contendo os microsomos e 2 uL. da solucdo estoque do composto teste (concentracao final no
ensaio foi de 5 uM). As placas foram pré-incubadas a 37°C por 5 min sob agitagdo leve. Ap0s
esse periodo, a placa de tempo 0 min foram adicionados 400 uL de solucao guench seguido
da adigdo de 20 uL da solugdo estoque de NADPH. A placa foi selada, o conteudo
homogeneizado e mantida sob refrigeracdo. A placa de 60 min foram adicionados: 20 uL da
solugdo de NADPH e esta foi selada e submetida a incubagio a 37°C por 60 min sob agitagdo
leve. Apds esse periodo foram adicionados 400 uL de solucdo guench. Ambas as placas foram
entdo submetidas a centrifugacdo (4°C, 3.300 rpm, 30 min) e o sobrenadante foi submetido a

andlise por espectrometria de massas.
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3.18 Determinacio das propriedades farmacocinéticas in vivo

O perfil farmacocinético in vivo dos compostos foi determinado utilizando-se
camundongos CD1 machos, pesando 50 g. Os compostos foram administrados em dose tnica
por via oral (0,5 mg/Kg) e intra-venosa (0,5 mg/Kg). Como veiculo foi utilizada a dilui¢ao
nas propor¢des de 2:5:20:73 (v/v) de solucdo estoque do composto em DMSO : Tween 80
(Polisorbato 80) : PEG-400 : D5W (5% dextrose em agua). O volume de inje¢ao foi de 10
mL/Kg. A concentragdo plasmadtica remanescente foi monitorada ao longo do tempo pela
coleta de amostras (40 uL) de sangue nos intervalos de tempo de 10, 25 ¢ 50 min; 1, 3, 6, 9,
12 e 24 h ap6s a administragdo do composto, utilizando-se a técnica de espectrometria de

massas LC-MS/MS.

3.19 Analise por LC-MS/MS e calculo das propriedades farmacocinéticas

Para o experimento de biotransformacdo e andlise dos metabolitos formados apds a
incubagdo com os microssomos, o sistema de andlise consistiu de UHPLC (Ultra High
Pressure Liquid Chromatography) Thermo Accela conectado a um injetor de amostras
automatico e uma bomba da série 1250. O sistema UHPLC foi conectado a um espectrometro
de massas Thermo Fisher LTQ Orbitrap.

Para todas as demais analises envolvendo LC-MS/MS o sistema consistiu de
espectrometros de massa do tipo AB Sciex Triple Quad 5500 acoplados a um UHPLC
equipado com um detector diodo infinity UV 1290 da Agilent Technologies (Santa Clara,
CA) e um CTC PAL auto coletor da LEAP Technologies (Carrboro, NC). O modo ion
positivo Q1 MS, faixa de massas 300-500 Da foi utilizado para detec¢ao de ions do composto
parental. O detector de UV foi operado no modo espectral, 250-280 nm. A coluna HPLC foi
Thermo Hypersil Gold C18 (100 2.1 mm, 1.9 mM, Thermo Fisher Scientific). As fases
moveis consistiram do solvente A (0,1 % de acido férmico em agua) e solvente B (0,1 % de
acido férmico em acetonitrila). O fluxo foi de 0,55 mL/min e o volume de injecdo de 20 mL.
O gradiente iniciou com 1 % do solvente B por 0,4 min, aumentando para 40 % do solvente B
em 2,3 min, 95 % do solvente B em 0,67 min (mantidos por 0,5 min), voltando-se para as
condigdes iniciais de 1 % do solvente B (mantendo-se por 1 min para equilibrar a coluna antes
da injecdo da proxima amostra).

A razdo entre a area dos picos (area do pico para o composto de interesse / area do

pico do composto utilizado como padrdo no ensaio) foi convertida para porcentagem de
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composto remanescente utilizando-se a razao obtida para o tempo 0 min como 100%. A meia
vida (Ty,) e o clearance intrinseco foram calculados a partir da porcentagem de composto
remanescente versus o tempo de incubagdo. A partir do grafico resultante, a inclinacdo da reta
(slope ou k) foi determinada. As equacdes abaixo foram utilizadas para determinar a meia
vida em minutos e o clearance intrinseco (CLiy) em uL/min/mg. A regressdo ndo linear da

porcentagem de composto remanescente ao longo do tempo ¢ utilizada para calcular .

T1 /2 (min) = 1n(2)/ k
CLint_in_vitro (uL/min/mg) = £ * 1000/0.25






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos inibidores da enzima cruzaina foi desenvolvido com base no

conhecimento da especificidade do substrato.'®

Sdo, portanto, inibidores peptidicos
irreversiveis que se ligam covalentemente a enzima. Devido a sua natureza irreversivel, essa
classe de inibidores pode levar a efeitos adversos importantes em fun¢do de interagdes
inespecificas.

No presente trabalho de tese, o objetivo foi explorar inibidores que atuam de maneira
reversivel. Assim, dois compostos lideres 1 (ICso=0,8 yM e Ki=2 uM) e 2 (ICsp=2,2 uM e
K; = 0,8 uM) (descritos no capitulo 3, item 3.1), com elevada poténcia e afinidade, além de
boas propriedades farmaco-similar,”® foram selecionados como pontos de partida para o nosso
projeto de otimiza¢ao molecular. Diversas modificagdes estruturais, em diferentes regides dos

compostos lideres, foram exploradas levando ao estabelecimento de relagdes entre a estrutura

e atividade (SAR) para as novas séries de inibidores com atividade anti-7. cruzi.

4.1 Planejamento e avaliacdo de derivados benzimidazolicos — composto lider 1

O planejamento e a determinagdo de propriedades biologicas de moléculas derivadas
do composto lider 1, um derivado benzimidazolico (descrito na metodologia, subitem 3.1,

Figura 10 A), estdo descritos a seguir.

4.1.1 Atividade biologica e modelagem molecular de derivados benzimidazolicos, andlogos

do composto lider 1

A avaliagdo bioquimica desta série de compostos contra a enzima cruzaina permitiu
uma investigagdo circunstanciada de SAR. Quatro etapas de sintese permitiram explorar o
impacto das modificagdes no anel fenila, no espagador (cadeia alifatica entre os dois sistemas
de anéis) e no benzimidazol. Este trabalho foi conduzido por meio de estudos de modelagem
molecular.

As investigagdes foram iniciadas com a avaliagdo de derivados do &cido o-
fenoxiacético (Tabela 1). Os resultados indicam que modificagdes sdo toleradas no anel
aromatico que ocupa o bolsdo S2 da cruzaina. A substitui¢do do 4&tomo de bromo por outros
halogénios: 3 (ICso 5,3 = 1,1 uM), 5 (ICso 3 = 0,6 uM), 5 (ICsp 1,6 = 0,2 uM); ou por uma

metila: 8 (ICso 4,1 £ 1,1 uM); resultaram em compostos com modesta diminui¢do da poténcia
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contra a enzima (de 2 a 6 vezes), quando comparado ao composto lider 3 (ICso = 0,8 = 0,1
uM). Estes resultados sugerem que o bromo tem um volume ideal para a ocupagdo do subsitio
S2. Modificagdes adicionais, como a sua substituicdo por grupos retiradores de eletrons como
0 NO; (7, ICsp = 13,2 = 1,2 uM) e CN (7, ICsp = 65,1 = 1,2 uM), ou por grupos doadores,
como o NH; (9, ICsp ND), na posi¢do orto da fenila, resultaram na diminui¢do da poténcia em
15, 80 e mais de 100 vezes, respectivamente. O analogo contendo como substituinte uma

amina acetilada (10) foi ainda menos potente.

Tabela 1 - Estruturas e atividade inibitoria dos compostos 1-19 contra a enzima cruzaina.

Composto Anel Substituinte % Inibig:ﬁ;) ICsob
orto Meta para (100 uM) (M)
1 Fenil Br - - 89 0,8 +£0,1
3 Fenil F - - 92 53+1,1
4 Fenil Cl - - 92 3+£0,6
5 Fenil 1 - - 96 1,6 £0,2
6 Fenil CN - - 81 65,1 +£1,2
7 Fenil NO2 - - 93 132+1,2
8 Fenil CH3 - - 88 41+1,1
9 Fenil NH2 - - 43 ND
10 Fenil NHCOCH - - 25 ND
11 Fenil H - - 88 10,9+ 1
12 Fenil - Br - 96 0,8+0,5
13 Fenil - - - 96 2,7+0,4
14 2-naftil Br - - 92 0,21 +£0,04
15 2-naftil - - - 90 3+0,5
16 1-naftil - - - 84 52+0,7
Ox
17 OO - - - 80 13,5+ 0,6
HO
18 OO - - - 80 12,740,8
OH

v CXJ - - - s 2400

“Os valores de % de inibigdo da tabela sdo referentes a média de 3 medidas experimentais. “Os valores de ICs
foram determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes
de inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A presenca de um atomo de Br na posi¢do meta da fenila (12, ICso = 0,8 + 0,5 uM)
resultou em um composto igualmente potente, ao passo que na posicao para (13, ICso = 2,7 £
0,4 uM), um aumento de 4 vezes no valor de ICsy foi observado. Ainda que a mudanga de
posicao do atomo de bromo seja toleravel, a sua remocao afeta a poténcia significativamente,
uma vez que o valor de ICs para o andlogo sem o substituinte (11, ICsp = 10,9 = 1,0 uM) ¢ da
ordem de 14 vezes superior ao do composto lider (1, ICso = 0,8 £ 0,1 uM).

O derivado 1-Br-2-naftila (14, ICso = 0,21 + 0,04 uM), composto mais potente desta
série, apresentou poténcia 4 vezes superior contra a enzima cruzaina quando comparado ao
composto lider. Novamente, a importancia do a&tomo de Br ¢ demonstrada, uma vez que o
analogo 2-naftila ndo substituido, 15 (ICso = 3 = 0,5 uM), foi 15 vezes menos potente do que
o que contém o Br (14). Ja os anédlogos 1-naftila (16, ICso = 5,2 £ 0,7 uM) e 2-naftil (15, ICsg
=3+ 0,5 uM) demonstraram poténcia comparavel.

Outras modificagdes na por¢ao naftila, como a substituicdo do Br por grupos como o
carboxialdeido (17, ICso = 13,5 = 0,6 uM), hidroximetileno (18, ICso = 12,7 + 0,8 uM) ou
hidroxila (19, ICsp = 8,2 + 0,9 uM) foram toleradas, embora a atividade inibitoria da cruzaina
tenha diminuido em pelo menos uma ordem de magnitude em relacdo ao composto lider (3,
IC50=0,8 £ 0,1 uM).

As investigacdes subsequentes se concentraram na avaliagdo do impacto de
modificagcdes no espagador entre a fenila (ou naftila) e o benzimidazol (Tabela 2). A
importancia do grupo funcional éter foi demonstrada quando comparamos o composto lider
com os compostos 20 (ICso = 77,5 = 1,4 uM) e 21 (ICsp = 38,4 = 1,2 uM), onde o dtomo de
oxigénio foi substituido por um metileno e um atomo de enxofre, respectivamente. Estas
modificac¢des resultaram na diminuicao da poténcia em cerca de 50 (20) a 100 vezes (21), em
realacdo ao composto lider (1, ICso = 0,8 = 0,1 uM).

A analise do modo de interagcdo do composto lider na cavidade de ligacdo da cruzaina,
determinado cristalograficamente (PDB: 3KKU), mostra que o oxigénio presente no
espagador forma uma interagdo dipolo-dipolo com o atomo de nitrogénio da cadeia principal
da Gly163 (Figura 15).

Os resultados de docagem molecular dos andlogos sintetizados mostraram uma
possivel interagdo do dtomo de enxofre do analogo tioéter (21, ICso = 38,4 = 1,2 uM) com a
Gly163. No entanto a interagdo ¢ mais fraca, uma vez que envolve um aceptor de ligagdo de
hidrogénio mais fraco. Quando o éter ¢ substituido por um metileno (20, ICso = 77,5 = 1,4

uM), esta interag@o ¢ naturalmente perdida.
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Tabela 2 - Estruturas e atividade inibitoria dos derivados 20, 21, 22 e 23 contra a enzima cruzaina.

% Inibicao ICs
Composto Estrutura a
P (100 uM) @M’

Br (o] N
20 ©/\)L/\)LQ 51 77,5+ 1,4
[o]
21 @”‘Q]\u/\/lu 66 384+12

2z QA 25 ND
N

“0Os valores de % de inibi¢do da tabela sdo referentes a média de 3 medidas experimentais. "Os valores de ICs
foram determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes
de inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 15 - Modo de ligacdo do derivado benzimidazdlico (composto lider) de acordo com a estrutura
cristalografica em complexo com a cruzaina (PDB: 3KKU). Ligag¢des de hidrogénio sdo
mostradas como linhas pontilhadas coloridas de laranja e as intera¢des dipolo-dipolo como linhas
pontilhadas em ciano. Os residuos envolvidos nestas interagdes foram destacados e representados
como sticks. Figura preparada com Pymol.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A elongacdo do espagador entre o éter e a amida pela adicdo de um grupo metileno
deu origem ao composto 22, que ndo exibe atividade inibitoria. Com base no modo de ligagao
do composto lider no sitio ativo da cruzaina, modificacdes na amida teriam impacto na
atividade inibitoria. De fato, o composto contendo uma amina (23), obtido pela reducio da
amida (8, ICsp = 4,1 £ 1,1 uM), ndo mostrou atividade inibitéria contra a enzima. Essa
mudanca drastica na poténcia pode ser explicada pela perda da ligacdo de hidrogénio entre o
oxigénio da carbonila e o atomo de nitrogénio da cadeia principal da Gly66, uma interagao
comumente observada em estruturas de complexos da cruzaina com inibidores.* Outro efeito
provavel causado pela remoc¢do deste grupo funcional ¢ o aumento da flexibilidade do
composto, resultando em perdas entropicas na formagao do complexo.

Considerando que no complexo enzima-inibidor o benzimidazol estd exposto ao
solvente, a substituicdo desse heterociclo biciclico foi explorada (Tabela 3). Substitui¢des por
um anel piperidina-1-il (26, 25, 27), 1H-indol-3il (28, 29), 1H-imidazol-5-il (36, 37) e uma
piridina tetrassubstituida (30), bem como algumas bisamidas aciclicas simples (31, 32, 33, 35
e 36) foram investigadas. Em todos os casos, a atividade de inibi¢do da cruzaina foi perdida,

indicando que o benzimidazol ¢ essencial para essa pequena série de derivados.

Tabela 3 - Estruturas e atividade de inibig¢do da cruzaina para os derivados da substituicdo do benzimidazol.

% Inibicao ICs
(100 uM)* (uM)’

) )
24 é/o\)l\n/\)l\w 8 ND

[o]
25 ©/°\)]\H/\/'O 3 ND

Composto Estrutura

Br 0
26 ©/°\)J\”/\/'O 1 ND

Br (o]

27 @/\/N\H/\/'O 7 ND
o I NH
diioasage

W

ND

(continua)
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(continuacao)

Tabela 3 - Estruturas e atividade de inibig¢do da cruzaina para os derivados da substituicdo do benzimidazol.

% Inibicao ICs
Composto Estrutura a
P (100 uM) (M)"
2 ND

Br o I NH
" e
\/ﬁ\ CN
30 ©/o N | : 13 ND
(o] (o}
31 ©/O\)J\u/\)J\H/\© 8 ND
o o /@
32 (5/0\)1\”/\)1\” 4 ND
° o OH
33 GO\JL/\)LO

(9]

ND

[o] (o]
34 °\)J\N/\)J\N/© 14 ND
NO, o o
35 ©/°\)l\u/\)l\u/© 4 ND
NH,

cl o) N
A\
36 ©/0\)l\ﬂ/\/[ﬂ> 14 ND

fo) N
e sae o SN
38 éro\/li"/\/tog: 3 P
H

o N
le\N/\)’\og: 22 ND
H

39

“Os valores de % de inibigdo da tabela sdo referentes a média de 3 medidas experimentais. “Os valores de ICs
foram determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes
de inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Para averiguar essa hipotese, os derivados benzoxazo-2-il 38 e 39 foram sintetizados.
E importante destacar que mesmo esta pequena mudanga estrutural (NH por O) causou a
completa perda da atividade inibitoria da enzima. A diferenca entre a atividade dos derivados
benzimidazo-2-il e benzoxazo-2-il ndo pode ser explicada somente com base na analise
estrutural dos complexos cruzaina-inibidor. Estudos adicionais serdo necessarios.

Os compostos 4146 (Tabela 4) indicam que a adi¢do de substituintes no anel
benzimidazol ¢ toleravel. N-substituintes causam a perda de poténcia (compostos 40, 41 ¢ 42)
enquanto compostos C-substituidos mantém a afinidade pela cruzaina praticamente inalterada

(compostos 43, 44 ¢ 45).

Tabela 4 - Estruturas e perfis de inibi¢do dos compostos com benzimidazo-2-il C- ou N-substituido.

% Inibicao ICs

Composto Estrutura (100 pM)* @M’

Cl (o] N

—~ )

40 ©/°\)J\H/\/’\N 89 239+12
i

(o] N
a1 OQJ\N/\/”\/NQ 84 9,9:+0,9
IO RS
Br (o)
NO, ) r;
N fj\)\“*
P

(o}

Cl

Br (o] N
43 ,’Q 90 0,6+0,2

\

o}

or 0 N 93 0,54+02
b .
Ay
H
45 I i 7/6 97 0,62 +0,32
0\)1\,‘/\/,\H ’ ’
H

44

“Os valores de % de inibigdo da tabela sio referentes a média de 3 medidas experimentais. “Os valores de ICs
foram determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes
de inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Com base nos resultados mostrados e discutidos acima, uma relagdo estrutura
atividade (SAR) para os compostos avaliados até aqui foi estabelecida e ¢ mostrada na Figura

16.

Substituigdo por outros
heterociclos:
compostos inativos
Substituicao por outros Corhanik eassnsial

grupos: toleravel para atividade

Br (o) N
O\)LN/\/&N
\ H H

l/ Inser¢ao de metileno: \

Extensdo para composto inativo Adicao de
v —— substituintes: toleravel

B-naftil: aumento
4 vezes na poténcia Substituigao por CH, ou S:
diminuigao da poténcia em

50—100 vezes

Figura 16 - Esquema de SAR para a otimizacdo da série de derivados benzimidazodlicos contra a cruzaina.
Fonte: Elaborada pela autora.

Com base no mecanismo de inibicdo competitivo do composto lider, seria esperado
que os derivados otimizados atuassem pelo mesmo mecanismo. A avaliagdo da inibicdo da
cruzaina, em diversas concentragdes de inibidor e substrato, demonstrou que o composto 14,
um dos mais potentes desta série, atua pelo mecanismo competitivo (K; = 82 nM), como

mostrado no grafico de Lineweaver-Burk (Figural7).

v,
-~ 0 uM

- 0.1 uyM
-+ 0.2uM
-+ 04 M
- 0.8 uM

Br 0 N
3Y
40 05 00 05 10 15 20 o\)j\a/\/}\ﬁ
1/[Z-Phe-Arg-AMC]

Figura 17 - Grafico de duplo reciproco de Lineweaver-Burk para o composto mais potente, 14.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.2 Avaliacdo in vitro da atividade dos derivados benzimidazolicos contra o T. cruzi

A potente atividade inibitéria contra a cruzaina apresentada por alguns compostos

incentivou a avaliacdo da atividade in vitro contra o parasita (Tabela 5).

Tabela 5 - Atividade in vitro dos inibidores mais potentes da cruzaina contra o 7. cruzi (forma amastigota).

Composto Estrutura IC5 (uM)*  PAMPA eLogD LogP PSA
® My
BZ ©\/f 480+052 317 0,84 1,00 92,74
y 50
1 @ﬁd]\"/\/kﬂ 1,63+0,57 4,94 3,62 3,16 67
H
PSP,
3 G/O\)]\N/\/I\N >100 1,61 2,90 2,62 67,00
Coa o
4 G/O\)]\H/\/l\ﬂ >100 3,74 3,35 3,08 67,00
DY
5 ©/°\)J\N/\/Ln > 100 2,00 3,71 2,99 67,00
H
N
Il o "/Q
|
6 O\JI\N/\/‘\u 6,50 £2,10 2,08 2,58 2,29 90,80
o s D
7 G/O\J\H/\/I\N 7,90 £2,13 1,11 2,77 2,31 11,28
s
8 ©/°\)]\N/\/k” 2,81 +0,75 5,87 3,58 2.9 67
H
s,
12 Br. o\)J\N/\/[N > 100 3,68 NV 316 67,00
H H
20 34,60+257 4,66 3,78 3,82 57,78

MM@

(continua)
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Tabela 5 - Atividade in vitro dos inibidores mais potentes da cruzaina contra o 7. cruzi (forma amastigota).

Composto Estrutura ICso (uM)*  PAMPA eLogD LogP PSA

T 5
13 /©/0\)J\N/\/”\N 6,68 £2,35 3,96 3,79 3,16 67,00
H H

Br

Br o N
I/Q
14 I i o\)J\N /\/I\H 1622351 034 435 407 67,00
H
e
15 “/o\)kN /\/I\H 46,12£621 073 394 332 67,00
H

(o] N
I/Q
21 ©/8\)]\N /\/’\u > 100 2,90 3,06 297 57,78
D
38 é/o\)l\u /\/Lo 290+066 242 3,79 291 6436

Cl (o] N

:@

40 ©/°\/”\H/\/LN 11,14£3,19 683 406 422 56,15
i

41 o\)I\N/\/“\N 5,25+2,08 0,73 3,94 3,32 67,00
O RS S
Br

(o)

’Os valores de ICs, dos compostos contra o T. cruzi, cepa Tulahuen representam médias de pelo menos 3
experimentos individuais. BZ = benznidazol. Valores de eLogD e PAMPA foram determinados
experimentalmente. LogP e PSA foram preditos computacionalmente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Inicialmente, um conjunto de 17 compostos foi analisado, utilizando o farmaco padrao
de referéncia, benznidazol — BZ, (Rochagan® da Roche), como controle positivo. Varios
compostos demonstraram atividade tripanocida similar ou superior em relagdo ao BZ. Dentre
eles, destacamos o composto lider, com um valor de ICsy de 1,6 uM, trés vezes mais potente
que o farmaco padrdo. Em relagcdo ao BZ (eLogD = 0,84 e PAMPA = 3,17), o composto lider
¢ mais lipofilico (eLogD = 3,78) e permeavel (PAMPA = 4,66), o que lhe confere maior
biodisponibilidade, uma caracteristica desejavel que pode estar relacionada ao efeitos

observados.
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Apesar da porcao fenila do inibidor, que se liga ao bolsdo S2 na enzima, ser suscetivel
a modificacdes que ndo afetam significativamente a atividade inibitdria contra a cruzaina,
diversas modificagdes foram desfavordveis para a atividade tripanocida. Por exemplo,
analogos com halogénios que ndo o bromo na posicao orto (3, 4 € 5), ou contendo um anel 1-
naftila (17), ndo demonstraram atividade contra o parasita.

Um dos parametros farmacocinéticos que pode estar relacionado a esta perda da
atividade ¢ a permeabilidade. De acordo com os resultados provenientes do experimento de
PAMPA, os valores de permeabilidade efetiva diminuiram em relagdo ao composto lider,
passando de 4,66 (composto lider) para 1,61 (3), 3,74 (4), 2,0 (5) e 2,35 (16).

Por outro lado, a substituicdo do atomo de bromo por um grupo ciano (6), nitro (7) ou
por uma metila (8), ou a sua presenga na posi¢do para, resultou em compostos com ICsy < 10
UM contra o 7. cruzi. Nao foi possivel estabelecer uma relagdo causal direta entre a atividade
antiparasitaria e os parametros eLogD e PAMPA. Porém, comparando-se os valores preditos
para suas areas de superficie polar (PSA, do inglés, Polar Surface Area), observa-se um
aumento significativo (6 = 90,8; 7 = 112,8; 8 = 90,8) em relagdo ao composto lider (PSA =
57,78). PSA ¢ outro parametro fisico-quimico muito util para a predi¢do da permeabilidade de
candidatos a fairmacos e ¢ definida como a soma da superficie dos atomos polares (oxigénio,
nitrogénio e hidrogénios) presentes em uma molécula.

Dentre os andlogos sintetizados, o inibidor mais pontente 14 apresentou um valor de
ICso contra a cruzaina 4 vezes menor que o composto lider. Entretanto, este composto foi 10
vezes menos potente in vitro contra o parasita, o que pode ser explicado pelo aumento da
lipofilia (eLogD = 4,35) e pela diminui¢do da permeabilidade (PAMPA = 0,34), em
comparagdo com o lider (eLogD = 3,78 e PAMPA = 4,66).

O derivado N- acetilado 41 mostrou poténcia similar ao composto lider frente ao
parasita. Surpreendentemente, o composto 38 (que contem o benzoxazol em vez do
benzimidazol), com apenas 30% de inibicdo da enzima a 100 uM, apresentou poténcia
substancial contra o parasita, com um valor de IC50 de 2,9 uM.

Este resultado sugere o efeito por meio de algum outro mecanismo, que ndo
diretamente a inibi¢do da cruzaina. Estudos complementares serdo necessarios para investigar
essa questdo. Em relagdo as propriedades fisico-quimicas, o composto 38 ¢ superior ao
composto lider quanto a permeabilidade (PSA = 64,36 ¢ PAMPA = 24,20), fator

intrinsecamente relacionado a biodisponibilidade.
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4.1.3 Avalia¢do da pré-toxicidade dos derivados benzimidazolicos em camundongos

Os resultados positivos para essa série de compostos contra a enzima e o parasita
conduziram a investigacdo do perfil de toxicidade. Para isso, alguns compostos
representativos da série dos benzimidazdis, que demonstraram atividade contra o 7. cruzi,
foram submetidos a ensaios de toxicidade aguda em camundongos. Cada composto foi
avaliado contra um camundongo BALB/c fémea por via intraperitoneal (i.p.) seguindo
protocolo validado pela OMS. Durante um periodo de 6 h, quatro doses foram administradas,
resultando numa dose cumulativa de 150 mg/kg (Tabela 6). Os animais foram observados por
48 h. Camundongos tratados com os compostos 3, 6, 8, 12, 13, 21 e apresentaram alguns

sinais de toxicidade ap6s a ultima dose (Tabela 7).

Tabela 6 - Doses cumulativas dos compostos avaliados em camundongos.

Tempo (h) Dose injetada (mg/kg) Dose cumulativa (mg/kg)

0 20 20
2 30 50
4 50 100
6 50 150

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 7 - Toxicidade aguda dos compostos selecionados.”

Composto/Tempo (h) 0 2 4 6 24 48

1 — — — — — —
3 - - - s - -
4 — — — — — —
5 - - - sCc - M
6 - - - sc - -
7 — - - — - -
8 - - - sc - -
12 - - - sc - -
13 - - - s - -
14 - - - - - -
15 - - - - - -
16 - - - - - -
20 - - - - - -
21 - - - s - -
38 - - - - - -
40 - - - - - -
41 - - - - - -

“Ensaios in vivo com camundongos BALB/c. (-) Sem sinais de toxicidade aguda; (C) calaftrios, (S) sede, (M)
morte.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Entretanto, apds 24 h esses sinais ndo foram mais observados. Os resultados indicaram
que, de maneira geral, a série dos benzimidazdis ¢ uma candidata, uma vez que sinais de
toxidez ndo foram observados. A excessdo foi o composto 5 (que contém um atomo de iodo
no anel fenila) que causou a morte do camundongo tratado apos 48 h.

E importante destacar que esse é um estudo preliminar e envolveu o uso de somente
um camundongo por composto, a fim de reduzir o nimero de animais utilizados nos testes.
Consequentemente, os resultados de toxicidade ndo apresentam valor estatistico. Entretanto,
sdo essenciais para a continuacdo dos estudos dessa série como candidatas a novos agentes

antichagasicos.

4.1.4 Avalia¢do da toxicidade dos derivados benzimidazolicos em linhagem de células Vero

Os compostos 3, 4, 8, 14, 20, ¢ o composto lider foram avaliados em células Vero,
uma linhagem celular isolada de células epiteliais de rim, extraidas do macaco verde africano
(Chlorocebus sp.). Oito concentracdes distintas de cada composto (900; 450; 225; 112,5;
56,25; 28,12; 14,06 e 7,03 uM) foram avaliadas. A Tabela 8 apresenta os valores de 1Csg

determinados experimentalmente.

Tabela 8 - Resultados da avaliagdo de proliferagio celular.”

Composto ICsy (uM) ICsy (uM) ifl(?ice de
Células Vero T. cruzi seletividade (SI)

1 253,3+1,0 1,6 £0,6 158

3 1445+ 1,0 > 100 > 1.4

4 1939+ 1,1 > 100 >1,9

8 184,9+ 1,0 2,8+0,7 66

14 132,74+ 1,1 16,2+ 3,5

20 247,0+1,0 34,6 £2,6 7

“Os valores sdo as médias de trés ensaios independentes, realizados em triplicata.
Fonte: Elaborada pela autora.

Entre os compostos avaliados em células Vero, destacamos os compostos 1, 8, 21 ¢ 15
que apresentaram valores de ICsy) consideravelmente mais altos quando comparados aos
valores do parasita. A partir desses resultados, o indice de seletividade (IS) foi determinado
(Tabela 8). Destaque para os compostos 1 e 8, que apresentam expressivo IS. Esse ¢ mais um
dado referente a seguranca dos derivados benzimidazolicos, uma vez que uma boa

seletividade garante uma melhor integridade das células saudaveis.
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4.1.5 Planejamento e ensaios bioquimicos de novos andlogos do composto lider 1 — avaliagdo

do benzimidazol

Os resultados obtidos para a série de derivados benzimidazoélicos (andlogos do
composto lider 1) estdo reunidos em um trabalho publicado na revista Journal of Medicinal
Chemistry. Esse manuscrito foi escolhido pelos editores para ilustrar a capa da revista.

Com base nesse conjunto de dados, o planejamento de novos andlogos teve
continuidade com o objetivo de explorar essa classe quimica com foco em poténcia, afinidade
e mecanismo de agdo. Desse modo, novos compostos N-substituidos (benzimidazol) foram

planejados para promover interagdes com os subsitios S1”° e S1 (Figura 18).

Figura 18 - Racional para a N-substitui¢io no benzimidazol (grupo R representado no composto lider)
explorando os subsitios S1 e S1’(destaque em verde a partir da conformagdo cristalografica do
composto lider 1).

Fonte: Elaborada pela autora.

As estruturas dos compostos planejados e os resultados obtidos para o ensaio de

inibi¢do da cruzaina foram reunidos e sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Estruturas e inibi¢do da cruzaina dos compostos N-substituidos benzimidazdlicos.”

% Inibi¢ao

Composto Estrutura (100 pMy*

°jI\N/\/E©
46 ©/ " 8 72,1 ND

o8
SO
@ N

1Cs5p (uM)”

47 91,7 1,04 £ 1,07

(o}

&
By
C( N

48 75,9 1,69+ 0,4

(o]

49 36,0 ND

0 N@
o M A~
SRahe

Ch
Lo A 13
SRANS

50 49,6 ND

(o}

.

Y
o | ¢

S

“Os valores de % de inibigdo da tabela sio referentes a média de 3 medidas experimentais. “Os valores de ICs
foram determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes
de inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela autora.

51 80,7 22412
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Para descartar a possibilidade de inibi¢do por agregacdo do ligante, o ensaio de
inibicao foi realizado com diferentes concentragdes de Triton X-100 (0%, 0,01% ¢ 0,1%) no
tampao de ensaio, lembrando que a concentragdo padrdo, conforme descrito na sub-sessdo 3.5
foi de 0,01%. A concentragdo final de cada composto no ensaio foi de 100 uM e as demais
condi¢des estdo descritas no sub-item 3.5 da metodologia. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 10 e, como podemos observar, ndo ha alteragcdo significativa dos valores obtidos

quando as trés condigdes de teste sdo comparadas.

Tabela 10 - Ensaio de sensibilidade ao detergente Triton X100 na inibi¢do da cruzaina.”

Composto 0% Triton 0,01% Triton 0,1% Triton
46 73,4+25 72,1+1,7 77,5+22
47 95,2+ 0,6 959+1,7 96,0 +1,1
48 80,3+ 1,4 85,5+23 84,6 1,3
50 52,1+1.3 532+1,9 55,5+5,2
51 87,9+0,7 82,6 £0,3 82,9+3,5

O valor de % de inibic¢do sdo referentes a média de 3 medidas.
Fonte: Elaborada pela autora.

O mecanismo de inibi¢gdo dos compostos mais potentes (47 e 51) foi determinado por
sucessivas medidas da atividade enzimatica com diversas concentragdes de substrato e
inibidor. Os resultados sdo apresentados no grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk

(Figuras 19 ¢ 20).

10 1.0- v - OuM
) Y

y ’ - 1uM

aiEs - 4 M

|

40 05 00 05 10 15 20
1/[2-Phe-Arg-AMC]

Figura 19 - Grafico de Lineweaver-Burk para o composto 47.
Fonte: Elaborada pela autora.
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O uM

1,1 uM
2,2 uM
44 .M
8,8 uM

t +t 4t

40 05 00 05 10 15 20
1/[Z-Phe-Arg-AMC]

Figura 20 - Grafico de Lineweaver-Burk para o composto 51.
Fonte: Elaborada pela autora.

Em contraste ao mecanismo de inibicdo do tipo competitivo identificado para os
demais compostos da série dos benzimidazoéis (descritos até o momento), os compostos 47 e
51 apresentaram um comportamento distinto, caracterizado por um mecanismo de inibi¢do do

tipo ndo-competitivo, com maior afinidade pela enzima livre (Figuras 19 e 20).

Tabela 11 - Confirmagdo do mecanismo do tipo ndo-competitivo dos compostos 47 e 51.°

47
[S] (uM) ICso (uM)*
2,5 0,5+1,3
5 0,4+1,2
10 1,0+1,5
15 0,8+1,7
20 0,3+1,5
30 0,5+1,2
51
[S] (uM) ICso (uM)*
2,5 1,7+ 1,3
5 22+13
10 22+1,1
15 1,9+1,8
20 25+1.2

“Os valores de ICsy foram determinados independentemente pela medida em triplicada para pelo menos 6
concentragdes do inibidor. Os resultados foram obtidos a partir de dois experimentos independentes.
Fonte: Elaborada pela autora.

O comportamento tipico de um inibidor ndo-competitivo foi também confirmado em
outro experimento, no qual foi determinado o efeito da variacdo dos valores de ICsy na

presenga de concentragdes crescentes de substrato, mantendo-se fixa a concentragdo de
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enzima. Os resultados, apresentados na Tabela 11, mostram que nao hé variagao significativa
nos valores de ICsy para os compostos 47 e 51, o que estad de acordo com o mecanismo de

inibi¢do estudado.

4.1.6 Planejamento e avaliagcdo bioquimica de novos compostos bezimidazolicos N-
substituidos - investigagdo do efeito da modificagdo molecular no mecanismo de
inibi¢do

Tabela 12 - Estruturas e inibi¢do da cruzaina para os novos derivados benzimidazdlicos N-substituidos.”

% Inibicio IC50 Ki
(100 uM)* @M’ (M)

o N
11 ©/°\)J\NA/H§: 90,0 10,9+ 1,0 ND
H

Composto Estrutura

[o] N
52 ©/°\)Lu/\/l"\§: 87,0 8.6+ 1.7 8.0
CH,

o N
I
53 ©/°\)Lu/\/LN 77,6 1,102 3,2

©

o N
i
54 ©’ °\)Lu/\/LN 78,8 13,7+ 1.4 5,6

ps

CH,
0

55 @ﬁ\jl\n/\/ﬂg

NH,
P
0.
56 ©/ JH "? 79,5 86426 ND

(o] N
oY
0.
57 ©/ \)J\H/\)\; 78.8 8.8+ 1.8 ND

/O

“Os valores de % de inibi¢do da tabela sdo referentes a média de 3 medidas experimentais. “Os valores de ICs
foram determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes
de inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela autora.

81,6 12,1 2,4 ND

Para investigar o papel da modificagdo molecular no mecanismo de inibi¢do dos
inibidores em decorréncia da N-substituicdo do benzimidazol, novos compostos foram
planejados, sintetizados e avaliados. Inicialmente, o objetivo foi avaliar o crescimento do

ligante no sitio a partir do N-substituinte H. Na sequéncia, o volume do substituinte foi



77

variado, causando uma maior ocupacdo do sitio. As estruturas e os valores referentes a
inibicdo da enzima sdo apresentados na Tabela 12.

Os resultados obtidos indicam que, ainda que a poténcia ndo seja comparavel com a do
composto lider (ICso = 0,8 uM), esses compostos apresentaram poténcia inibitdria
consideravel. O proximo passo foi a determinagdo do mecanismo de inibi¢ao (Figura 21). Os
resultados dos graficos de Lineweaver-Burk indicam que os compostos 11 e 52 sdo inibidores

do tipo competitivo. Por outro lado, 53 e 54 apresentam mecanismo do tipo ndo-competitivo.

1lv
A - 0uM B 0 - 0uM
% 54 .M % 8uM
-4+ 10,9 uM 4 16 uM
-+ 21,8uM f ",/Q -+ 32uM
- 436.M ©/°\)L=/\/L"\ 05 - 64.M
CHy
40 05 00 05 10 15 20 " "/Q 10 05 00 05 10 15 20
1/[Z-Phe-Arg-AMC] : os Kk m A 1/[Z-Phe-Arg-AMC]
H H
1lv,
C D 0 - 0uM
1/V0 2o (O - 1,7 uM
o o n/@ -+ 33uM
-+ 71uM 0\)l\u/\/&,, - 6,6 uM
-+ 14,2 M ©/ \\O - -~ 132 .M
-¥- 28,3 uM
-+ 56,7 uM

<10 05 00 05 10 15 20

= . o\)LN/\/lN 1/[Z-Phe-Arg-AMC]
1.0 -05 0.0 0.5 1.0 15 2.0 ©/ L

1/[Z-Phe-Arg-AMC] \\L\

Figura 21 - Grafico de Lineweaver-Burk e estrutura quimica dos compostos A) 11; B) 52; C) 54; D) 53.
Fonte: Elaborada pela autora.

O mecanismo ndo-competitivo dos compostos 53 e 54 foi corroborado pela
determinagao de valores de ICsy em diferentes concentra¢des de substrato, mantendo-se fixa a
concentragdo da proteina. E possivel observar que ndo ha variagio no valor do ICsg
determinado (Tabela 13), o que confirma o resultado obtido pela andlise do grafico de
Lineweaver-Burk (Figura 21). Estes resultados indicam claramente a influéncia do N-
substituinte do anel benzimidazol no modo de acao dos inibidores.

A importancia do grupo NH nesse sistema ja havia sido identificada. A simples
substitui¢do do NH por um dtomo de oxigénio (composto 38, Tabela 3) resultou na completa
perda da atividade de inibicdo da cruzaina. Além disso, o conjunto de derivados N-

substituidos distintos avaliado permitiu o estabelecimento de uma relagdo clara entre o
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volume molecular e 0 mecanismo de inibi¢cao envolvido. A auséncia do substituinte (11) ou a
presenga de um substituinte pouco volumoso, como uma metila (52), resultaram em um
mecanismo do tipo competitivo. Em compensagdo, a N-substituicdo por grupamentos
volumosos, como o etilbenzeno (53) ou o 1-penteno (54), levou a alteragdo do mecanismo
para a modalidade ndo-competitiva. Estudos cristalograficos para elucidagdo das estruturas e
interagdes entre estas moléculas e a cruzaina estdo em andamento no nosso laboratorio em

colaboragdo com o Professor Glaucius Oliva.

Tabela 13 - Confirmag¢do do mecanismo do tipo ndo-competitivo dos compostos 53 e 54.”

Composto 53

[S] (uM) ICs (uM)*
2,5 1,6 £0,1
5 1,8+0,1
10 1,9+0.2
15 1,4+0,5
20 2,4+09
40 1,2+0,5
80 3,0+0,9
Composto 54
[S] (uM) ICsy (uM)*
2,5 124+£22
5 7,5+12
10 14,7+ 1,8
15 112+1,5
20 102+ 1,5
40 8,9+3,1

“Os valores de ICsy foram determinados independentemente pela medida em triplicada para pelo menos 6
concentragdes do inibidor. Os resultados foram obtidos a partir de dois experimentos independentes.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.7 Avalia¢do da atividade antiparasitaria dos derivados N-substituidos benzimidazolicos

Ap0s a caracterizagdo das propriedades inibitorias frente a enzima alvo, esse conjunto
de compostos foi submetido a avaliagdo bioldgica em culturas celulares infectadas pelo T.
cruzi. Os valores de ICs obtidos s@o apresentados na Tabela 14. Os resultados evidenciaram
a boa atividade contra o parasita. Os compostos 47 (ICsp = 2,04 = 0,6 uM) e 51 (IC5p = 1,43 £
0,4 uM) apresentam poténcia comparavel ao farmaco benznidazol (ICso = 1,45 £ 0,4 uM).

O unico composto inativo desta série foi o 52. Em relagdo as propriedades fisico-

quimicas, uma singular diferenca ¢ a reducdo da lipofilia, como pode ser observado pelos
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valores de eLogD (2,93) e LogP (2,61). Esses parametros sao relacionados a permeabilidade,

uma propriedade essencial para que o composto atinja o seu alvo intracelular.

Tabela 14 - Atividade in vitro e propriedades fisico-quimicas de derivados N-substituidos benzimidazolicos
contra o 7. cruzi (forma amastigota).

Composto Estrutura (;i;‘; PAMPA eLogD LogP PSA
BZ @V WH ¥ 145404 317 0.84 100 9270
o
o] N’g >
@/"\)\H/\/H\N
47 8 2,04 + 0,6 4,30 4,24 1,57 104,38

(o]

9
@/ka"'@

51 1,43+0,4 2,29 4,45 4,31 65,38

Q

O

52 ©/\)L/\/l\§: =100 1,46 2,93 2,62 56,15

i I
53 ©/\)L/\/‘\ 7442 8.72 406 420 56,15

0

i I
54 (j\)L/\/L\\L 6,9+22 9,06 3,75 3,56 56,15

?Os valores de ICsq contra o 7. cruzi (cepa Tulahuen, ensaio in vitro) representam as médias de pelo menos 3
experimentos individuais. BZ = benznidazol. Valores de eLogD e PAMPA foram determinados
experimentalmente. LogP e PSA foram preditos computacionalmente.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.8 Planejamento e ensaios bioquimicos de derivados do composto lider 1 — avaliagdo do

papel da fenila

A fenila presente nessa série de compostos ocupa o bolsdo S2 do sitio ativo da
Cruzaina, onde encontra-se também o residuo Glu208. Dessa forma, foram planejados,
sintetizados e avaliados, novos compostos com grupos doadores e aceptores de ligagdo de
hidrogénio na fenila. O objetivo era explorar uma possivel interacdo com o Glu208. A
estrutura dos compostos e as propriedades inibitorias contra a cruzaina sdo mostradas na

Tabela 15.
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Tabela 15 - Estrutura e propriedades inibitorias de derivados benzimidazdlicos com substitui¢des na fenila.”

% Inibicao da cruzaina

Composto Estrutura (100 uM)* (ngi‘;b
sem incubacio 10 min incubagéo "
e
58 . O\)L/vk 57,7 79,5 45+0,5
sy
59 & O ey 8,6 20,5 ND
0
60 qu\)L /\/"'L Q 17.6 38.6 ND
61 i( o\)l\ /\A@ 45,9 74,9 ND
62 £ Jﬁj \)L /vk g 69.7 87.0 ND
63 \)k/\)‘\g 90,0 90,0 34+09
OO s Y
64 i : Qk/\/L 70,0 70,2 28,1+3,1
65 o J\A/KQ 95,0 96,0 2,7+0,7
A
i I Q
66 oA~ Ay 81,0 100,0 23+06
o9}
|
67 ~J\/\/"\§: 84,0 89,0 242445
68 Q( J\ /\/L 82,0 83,0 13,5+2,6
69 QJ\ /\/k 73,0 90,0 182+ 1,8
s
70 g@ \*“/k 92,0 92,0 8,3+2,1
i I
7 QQL”\/L 59,0 62,0 ND
ON L.
o N
IS
72 \)L/\/L 43,0 58,0 ND

CoH

“Os valores de % de inibigdo da tabela sdo referentes a média de 3 medidas experimentais. “Os valores de ICs
foram determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes
de inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Os resultados demonstram as boas propriedade inibitérias dos compostos contra a
enzima cruzaina. Os compostos mais potentes 63 (IC;, =34 £ 0,9 uM), 65 (IC;, =2,7 £ 0,7
uM) e 66 (ICs, = 2,3 + 0,6 uM), apresentam uma naftila com uma hidroxila ou um éter nas
posi¢des meta ou para. O composto 58 apresenta uma amida na posi¢do para da fenila, dando
origem a outro composto com poténcia micromolar (ICs, = 4,5 + 0,5 uM). A Figura 22

apresenta o padrao predito de interacdo dos substituintes da fenila com o Glu208 para 63, 65 e

68.
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Figura 22 - Representagdo da interacdo dos substituintes no anel fenil com o Glu208. A) 63. B) 65. C) 68.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.9 Ensaio de citotoxicidade e determinac¢do do indice de seletividade

Nesse trabalho, o indice de seletividade (IS) foi expresso pela razdo entre os valores de
IC,, de um composto para uma linhagem celular humana sauddvel e para o parasita. Os
fibroblastos HFF1 foram empregados como linhagem de células humanas sauddveis. Os
resultados sdo mostrados na Tabela 16 e na Figura 23.

Os derivados benzimidazodlicos dessa série apresentam um bom IS. Trés compostos
apresentaram IS compardvel ou superior ao BZ: 3 (IS > 61), 8 (IS > 35) e 38 (IS > 34).
Apenas quatro compostos apresentaram valores de IS abaixo de >10: 14 (> 2),15 (> 2),40 (>
9)e 62 (>2).

A Figura 23 mostra a porcentagem de células vivas a medida que a concentracdo do
composto teste € aumentada de 11 para 100 uM. Com as excecoes do 14, 47 e 51, que
causaram uma reducdo significativa de células vidveis em concentracoes do composto

superiores a 33 uM, os demais compostos mantiveram a quantidade de células vivas entre 80

e 100 %, mesmo em concentragdes altas da ordem de 100 uM. Destacam-se os compostos 1,

8, 53, 54, e 62 que mantiveram um % superior de células vivas quando comparados ao BZ.
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Esse resultado foi muito animador no que diz respeito a otimizagdo de novos derivados

candidatos a farmacos.

Tabela 16 - Avaliagdo bioldgica de derivados benzimidazdis contra o T.cruzi (forma amastigota) e culturas
celulares de HFF1.

Composto  ICsg T. cruzi (uM)*  ICso HFF1 (uM)®  IS°

BZ 3,00 + 0,60 > 100 >33
1 1,63 + 0,57 > 100 > 61

7,90 +2,13 > 100 >12

8 2,81 40,75 > 100 >35

13 6,68 + 2,35 > 100 >15
14 16,22 +3,51 > 30 >2
15 46,12+ 6,21 > 100 >2
38 2,90 + 0,66 > 100 >35
40 11,14 +3,19 > 100 >9
47 2,04 + 0,60 >30 > 14
51 1,43 + 0,40 > 30 >21
53 7,40 £ 2,00 > 100 >13
54 6,90 = 2,20 > 100 > 14
62 ~ 50,00 > 100 >0

®Ensaio de viabilidade de T. cruzi (amastigota). Os dados representam as médias = DP (desvio padrio) de trés medidas.
®Ensaio de citotoxicidade. Os dados representam as médias + DP de dois experimentos independentes em triplicata.°indice de
seletividade = IC5o © " / 1Cs, L,

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 23 - Avaliacdo da citotoxicidade de compostos representativos da série de derivados benzimidazdis.
Controles: positivo (doxorrubicina) e negativo (benznidazol) em células da linhagem HFF1 de
fibroblastos humanos saudaveis.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Estudos farmacocinéticos e de metabolismo

A estratégia utilizada nesse trabalho de tese para a identificacdo de novos candidatos a
antichagasicos envolveu o planejamento de inibidores da enzima cruzaina usando métodos de
SBDD e LBDD. Essas etapas de otimizacdo molecular tiveram como base a melhoria da
poténcia dos compostos contra a cruzaina e o 7. cruzi.

Entretanto, um passo importante a frente seria a incorporagdo da otimizagdo do perfil
farmacocinético dos compostos. Para que um projeto de descoberta de um novo farmaco seja
bem sucedido, o ideal seria a otimizagdo em paralelo de ambos pardmetros (farmacodindmica
e farmacocinética). A estratégia de otimizagao multipla de pardmetros (MPO, do inglés, Multi
Parametric Optimization) incorpora a ideia de analise integrada de propriedades para que seja
alcancada uma dose terapéutica minima, levando a diminui¢ao dos efeitos adversos causados
pelo uso do farmaco.

O emprego dessa metodologia inovadora nesse trabalho de tese de doutorado foi
possivel por meio de um estdgio sanduiche de um ano realizado no departamento de
metabolismo e farmacocinética da empresa farmacéutica AbbVie (Chicago, IL, Estados
Unidos). Esse estagio foi viabilizado com uma bolsa de estudos BEPE da FAPESP (processo
namero: 2014/26324-0). Os resultados experimentais coletados para as séries de derivados

benzimidazdlicos e imidicos serdo discutidos nos subitens seguintes.

4.2.1 Determina¢do in vitro de pardmetros farmacocinéticos para os derivados

benzimidazolicos utilizando microssomos de figado

Microsomos podem ser obtidos a partir de diferentes tecidos, mais comumente do
figado de animais e doadores humanos, por meio de ultra-centrifugagdo. Desta forma,
microsomos de figado humano (HLM, do termo em inglés para Human Liver Microsomes)
tém se tornado um modelo in vifro comumente e amplamente utilizado. A atividade
enzimatica ¢ estavel durante periodos longos de armazenamento. Afim de refletir a propor¢ao
padrdo de enzimas presentes no figado de animais ou de humanos, microsomos de diferentes
doadores sdao agrupados. A partir da suplementagdo dos microsomos com diferentes cofatores
e reagentes, ¢ possivel investigar e fazer a distingdo entre enzimas pertencentes a familia do
citrocromo P450 (CYPs), monooxigenases dependentes de flavina (FMOs),

glucuronosiltransferases (UGTs) e suas atividades. Pela relativa facilidade de obtengdo das
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enzimas e escalabilidade, este modelo ¢ amplamente utilizado pela industria farmacéutica
para a predicao do clearance in vivo de novas entidades quimicas (NCEs).

O objetivo da triagem de propriedades relacionadas a estabilidade metabolica ¢
estimar a susceptibilidade de um composto quimico a biotransforma¢ao. Antes da realiza¢ao
deste ensaio, a pureza (preferencialmente acima de 90%), estabilidade e solubilidade
(preferencialmente acima de 10 uM) do inibidor deve ser determinada. A estabilidade
metabolica ¢ entdo determinada com base no desaparecimento do composto teste durante a
sua incubagdo com os microsomos, sendo expressa como meia vida in vitro (T1) € clearance
intrinseco (CLiy). Com base nestes valores, pardmetros farmacocinéticos secundarios, como
clearance hepatico, biodisponibilidade e meia vida in vivo podem ser calculados. Se um
composto ¢ rapidamente metabolizado, sua biodisponibilidade in vivo provavelmente sera
baixa. Por isso, somente compostos com propriedades farmacocinéticas adequadas sdo
escolhidos para avangar em direcdo a estdgios mais avangados do desenvolvimento de
farmacos.

Neste trabalho, os compostos foram incubados com microsomos de figado (humano e
camundongo) em placas de 96 pogos. Amostras foram coletadas de hora em hora, durante um
periodo total de seis horas, para detec¢do do composto original remanescente utlizando-se
espectrometria de massas (LC-MS/MS, da sigla em inglés para Liquid Chromatography-
tandem Mass Spectrometry). Os dados obtidos foram utilizados para determinacdo da meia
vida e clearance intrinseco (CLjy) dos compostos teste.

Como ponto de partida para a determinagdo do perfil farmacocinético dos compostos,
dez moléculas da série dos benzimidazéis foram selecionadas a partir dos dados de poténcia
(ICs,) contra a cruzaina e o 7. cruzi. Na Tabela 17 sdao apresentados os resultados para a
determinacdo do clearance intrinseco utilizando-se microssomos de trés espécies distintas
(humano, rato e camundongo). Também a fracdo de composto livre (fu, do inglés, fraction
unbound), quando da sua incuba¢do com microssomos, € os valores de clearance,
considerando-se o fator de correcdo fu.

Importante destacar que para a discussdo dos resultados ao longo de toda essa tese,
foram considerados somente os valores de clearance corrigidos para fu (CLint_u, resultante
da divisdo do valor de CLint pelo valor de fu do respectivo composto).

Os valores de eLogD e PAMPA foram apresentados nos subitens 4.1.2 e¢ 4.1.7
(Tabelas 5 e 14), durante a discussao dos resultados contra o 7. cruzi. Os mesmos foram

incluidos novamente na Tabela 17 para facilitar a visualizacdo e a discussao dos resultados.
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Tabela 17 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro da série de derivados benzimidazolicos, utilizando-se
microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/kg) (L/h/kg) fu (L/h/kg) (L/h/kg) eLogD PAMPA
Humano Camundongo Humano Camundongo
L} My
BZ @vn WH 15 44 10 15 44 0.8 32
o
Br o] N
1 oQLN/\/&NQ 9,2 191,0 06 160 3345 39 56
H H
'Nl o] N
6 (SJ ~A 56 74,6 09 66 87,9 26 22
H H
NO, o N/Q
7 o M A~ A, 255 5260 07 392 808.0 36 49
[o] N
8 ﬁpoLN/\/LN 239 3000 08 312 3922 3.6 59
H H

13 /(j\/”\/\/”\ 104 1610 08 125 1933 28 0,7
Br [o] N
14 OO o\)LN/\/LNQ 499 6070 0,1 5395 65622 44 03
H H
o N
15 o\)Lu/\/LHQ 21,1 5650 05 439 11746 3.9 0,7
o] N
20 G/\*H/\/&HQ 288 7050 08 382 9350 38 47
o N
38 @o\)kN/\/Lo 229 7450 09 269 874 4 39 19,7

40 G\A“/L 2300 9340 05 501,1 2034.9 4.1 7.1

=~

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Determinagdo in vivo de parametros farmacocinéticos utilizando camundongos

A Tabela 18 mostra o perfil farmacocinético in vivo em camundongos para 0 mesmo
conjunto de compostos apresentado na Tabela 17. A partir desse experimento, informagdes

como a meia-vida (t,,), clearance (CLp) e a biodisponibilidade (F), foram determinados.
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4.2.3 Correlagao in vitro x in vivo (IVIVC)

Ap6s a realizacdo dos ensaios in vitro € in vivo (IVIV) para a avaliacdo da estabilidade
metabdlica dos compostos (resultados apresentados nas Tabelas 17 e 18), verificou-se uma
excelente correlagdo (IVIVC) para os valores de clearance quando a corre¢do para a fracao de
composto livre € considerada (Figura 24). Entretanto, ainda hd um bom caminho para que
seja alcangado o espaco definido como farmaco-similar (do inglés, drug-like space), onde
idealmente os compostos devem apresentar valores de clearance menores do que 10 L/h/kg.
A excelente correlacdo observada entre os ensaios in vitro € in vivo permite utilizar de
maneira confidvel os experimentos in vitro. Esses sdo mais rdpidos e apresentam menor custo
para a predicdo da estabilidade dos compostos in vivo, bem como para a priorizacdo de

compostos para estudos posteriores in vivo.

-
o
o
o
<&

R?=0.82

100 -

-
o
]

Espago /

farmaco similar

1+ PAY

1 10 100 1000

CLp,u (iv, L/hr/kg) - camundongo

CLint,mic_u (L/hr/kg) - camundongo

)5 BZ — farmaco disponivel comercialmente

\l> Conjunto de compostos 1

Figura 24 - Clearance_u IVIVC — boa correlacdo, mas ainda afastado do espago fairmaco-similar.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.4 Determinagdo da estabilidade dos compostos, utilizando-se hepatocitos humanos

Entender as vias de eliminagdo de compostos teste do organismo ¢ essencial para
compreender os niveis de exposicdo e para a predicdo da dose efetiva. Hepatdcitos
apresentam todas as enzimas responsaveis pelo metabolismo de farmacos encontradas no
figado, incluindo metabolismo de Fase I e Fase II.

Os resultados das Tabelas 17 e 18 indicam que todos os compostos avaliados
possuem valores elevados de clearance total, da ordem de 60 a 180 % do fluxo sanguineo do
figado de um camundongo (54 L/h/kg), uma explicacio plausivel para a baixa
biodisponibilidade (valores de F entre 0 e 35 %, Tabela 18).

Para identificar e melhor compreender a(s) via(s) de eliminacdo desses compostos,
experimentos para analisar a estabilidade foram conduzidos por meio da incubagdo dos
compostos em culturas de hepatécitos humanos. Destaca-se que essas culturas contém o
conjunto completo de enzimas hepaticas do metabolismo humano de farmacos. Os
experimentos foram conduzidos na auséncia de inibidores, com adicdo apenas do composto
teste, para a determinacdo do clearance total (Fase I + Fase II). O composto 1-ABT, inibidor
de todas as isoformas da familia CYP450, principais responsaveis pelo metabolismo de Fase
I, foi utilizado para a identificacdo da fracdo de composto teste metabolizada pelas demais
enzimas da Fase I, bem como pelas enzimas conjugadoras da Fase II.

Testes adicionais foram realizados na presenga do composto azamulin, um inibidor da
CYP3A4. Esses ensaios foram realizados para a identificacdo da fragdo de composto
metabolizada especificamente por essa isoforma, que € a responsdvel pelo metabolismo da
maioria dos farmacos disponiveis na clinica médica. Consequentemente, a CYP3A4 tem um
papel central nas interacdes do tipo farmaco-farmaco (DDI, do inglés, drug-drug
interactions), que estdo fortemente relacionadas aos efeitos adversos e a baixa eficicia quando
dois ou mais farmacos sdo administrados simultaneamente.

Os resultados sdo representados graficamente na Figura 25. O metabolismo de Fase I
executado pelas enzimas da familia CYP450 foi responséavel por 56 a 95 % do metabolismo
dos compostos (média de 78,1 + 12,9 %). A contribuicdo das demais enzimas da Fase I e das
enzimas da Fase II para o clearance das moléculas foi inferior, com valores entre 5 e 35 % do
clearance total (média de 21,9 + 13,6 %).

Os resultados indicam que a principal rota de eliminagdo dos compostos do organismo

humano ¢ o metabolismo realizado pelo sistema CYP450. Fica evidente que a CYP3A4 tem
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um papel fundamental, uma vez que na presenca de seu inibidor azamulin, os valores de
clearance foram em média 40 % menores (minimo de 31,6 % e maximo de 59,5 %), quando
comparados aos valores de clearance total (valores correspondentes as barras vermelhas e

azuis da Figura 25, respectivamente).

30.00 1
25.00
20.00 +~
15.00 +~
10.00 +
| b b
39 7 15 2 8 |

Lider 9 21 14 16

B Sem inibidor 9.43 17.4 1.59 17.3 29.8 10.1 7.39 11.6 2.23 3.2
® Azamulin: inibidor de CYP3A4| 4.88 9.8 0 10.3 17 3.5 2.34 3.85 0.913 1.15
1-ABT: inibidor pan-CYP 3.15 6.08 0.703 5.7 1.57 0.478 1.26 2.17 0.357 0.372

Figura 25 - Estabilidade dos compostos avaliada ap6s incubagdo com hepatdcitos humanos e representada como
valores de clearance. Clearance total indicado pelas barras azuis. Clearance remanescente apds
incubacdo com azamulina, inibidor de CYP3A4 (barras vermelhas). Clearance residual apds
incubagdo com 1-ABT, inibidor de todas as isoformas CYP ¢ indicado pelas barras verdes.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.5 Identifica¢do das isoformas da CYP450 envolvidas no metabolismo dos derivados
benzimidazolicos

Citocromos P450 (CYPs) sdo uma familia de isozimas responsaveis pela
biotransformacao de diversos farmacos. O metabolismo de fairmacos por meio deste sistema
emergiu como um importante determinante na ocorréncia de diversas interagdes
medicamentosas responsaveis por toxidez, efeito farmacologico reduzido e efeitos adversos.
Reconhecer se os farmacos atuam como substratos, indutores ou inibidores das CYPs, j& nos
estagios iniciais de seu descobrimento, pode evitar a ocorréncia de interagdes medicamentosas

indesejaveis quando estes sao administrados na clinica.
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A identificag¢do de suas isoformas e de diversos farmacos que se associam a cada uma
delas, tem permitido um grau maior de predicdo destas interagdes. Seis isoformas distintas —
CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 — com papéis importantes no
metabolismo de farmacos, foram identificadas. Elas sdo responsaveis pelo metabolismo de
cerca de 90% dos farmacos disponiveis no mercado e, dentre estes 90%, a CYP3A4 sozinha
metaboliza em média 50%. De fato, o metabolismo compartilhado por CYP3A4 tem resultado
em diversas interagdes farmaco-farmaco importantes e informagdes adicionais sobre os
efeitos de farmacos na biotransformacdo mediada por enzimas levou a identificacdo de
inibidores e indutores enzimaticos, proporcionando um conhecimento ainda maior sobre a
natureza destas interagdes.

O ensaio de fenotipagem utilizando enzimas CYP recombinantes permite a
identificacdo da isoforma envolvida no metabolismo de determinado composto. Sabe-se, por
exemplo, que compostos eliminados do organismo por diversas vias alternativas tem seu
potencial como vitima de interagdo farmaco-fdrmaco reduzido.

O experimento descrito no item 4.2.4 demonstrou que o metabolismo dos compostos
se deu principalmente pela Fase I, mais especificamente, pelas enzimas da familia do
CYP450. O papel fundamental da isoforma CYP3A4 neste processo também foi identificado.
Para aprofundar o entendimento sobre a contribuicdo dessas enzimas no processo de
eliminagdo de compostos teste do organismo, o passo seguinte foi a identificacdo das
isoformas diretamente envolvidas, por meio do uso de enzimas recombinantes. Valores de
clearance intrinseco puderam ser determinados pela medida da concentracdo de composto
remanescente ao longo do tempo. Além disso, a porcentagem da contribuicdo de cada CYP
para o metabolismo total foi determinada com base na abundancia relativa de cada isoforma
em humanos. Os resultados obtidos sdo exibidos na Tabela 19.

A informacdo gerada foi essencial para a avaliacdo de possiveis interagdes do tipo
farmaco-farmaco para essa série de compostos. Compostos que exibem multiplas vias de
eliminag¢do tem um potencial de DDI reduzido, sendo selecionados preferencialmente para
estdgios mais avangados de pesquisa basica. Para a série de derivados benzimidazodlicos,
identificou-se metabolismo principal pela isoforma CYP3A4 (23 a 90 %), com contribuigdes
mais modestas das isoformas CYP2D6 e CYP1A2. Isso caracteriza um perfil de metabolismo

interessante, considerando-se DDI, apesar dos valores elevados de clearance.



91

Tabela 19 - Valores de CLint_u (L/h/kg) e fracdo metabolizada (%)para diferentes isoformas do CYP450,
utilizando-se enzimas recombinantes.

Composto Estrutura CYP3A4 CYP2D6 CYP1A2 CYP2C9 CYP2C19 Fragdo %

s Y
9,67 L/h/K; 1,78 L/h/K 4,30 L/nh 0,36 L/h/K
oS~ 9 g i 9

N 58,51 % 10,77 % 26,02 % 2,15%

14,40 L/h/K 9,69 L/h/K 3,94 Lh 1,01 L/h/K;
s o A A~ g : e o

] 48,25 % 32,47 % 13,20 % 3,38 %

o N
” /\),\@ 53,00 LihiKg 2,76 Lh/Kg 0,30 L/h/Kg 124 Likg
§ N 88,42 % 4,60 % 0,50 % 2,07 %

o N
] 6,47 Lih/Kg 044 LhKg 1640 LhKg 1238 LihKg
9 ©/°\/H/\/ko 23,75 % 1,60 % 60,21 % 507 %
i
i " 571 LihiKg 140 UhKg <004 LhKg <011 Lih/Kg
I B )
7 éﬁ\)]\n/\/kn 75,85 % 18,60 % 0,00 % 0,00 %
A "‘Q 24,50 Lih/Kg 4,18 Lh/Kg 2,29 LhiKg 4,04 LihiKg

I
5 ) oA~ Ay 68,72 % 1,72 % 6.42% 11,33 %

Lo, /\/H:Q 53,30 L/hiKg 5,67 LhiKg 0,39 Lh/Kg 0,95 Lh/Kg
H

a 84,20 % 8,96 % 0,62 % 1,51 %

b 2 "’Q 22,5 Lh/Kg 7,10 L/h/K 2,11 Lh/Kg 1,78 L/h/Kg
8 °\)J\u/\/LN g

62,45 % 19,71 % 5,86 % 4,94 %

e
16,6 L/h/K B b 11
o\)\n/\/ﬂ\u 6,6 g 0,56 L/h/Kg 0,13 L/h/Kg <0 L/h/Kg

90,80 % 3,04 % 0,72% 0,00 %

O
Br’
21,60 L/h/Kg 5,06 L/h/Kg 3,54 L/h/iKg <0,11 Uh/Kg

o N
2%
B o\/lku/v'\u 70,87 % 16,60 % 11,61 % 0,00 %

GeVvo6OLOLGHESs S

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.6 Identificagdo dos sitios de metabolismo dos compostos como subsidio para otimiza¢do

da estabilidade metabolica

Biotransformag¢do consiste na alteracdo quimica de um agente que ocorre em virtude
de seu contato com um sistema bioldgico (in vivo ou in vitro) e refere-se especialmente a
farmacos e outros xenobioticos. Essa alteragdo na molécula ¢ frequentemente associada com a
alteracdo (aumento, diminui¢do, ou pequena modificacdo) de sua atividade farmacolédgica. As
reagdes principais sdo realizadas por enzimas da familia CYP450.'"

O objetivo deste experimento foi a detec¢do dos metabdlitos formados a partir dos
compostos teste, apos a incubagdo por uma hora com microsomos de figado. Os experimentos
realizados para a determinacdo do perfil farmacocinético indicaram que os derivados
benzimidazdis sdo instaveis metabolicamente. Nenhum dos compostos encontra-se no espaco

farmaco-similar (Figura 24) e os valores elevados de clearance sao devidos, principalmente,
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ao metabolismo mediado pelas enzimas da Fase I do metabolismo de xenobidticos (CYP450,
predominantemente, pela isoforma CYP3A4). Torna-se evidente a necessidade da otimizacao
da estabilidade metabdlica. Uma forma de atingir esse objetivo € a identificagdo dos sitios de
metabolismo (SOM, do inglés, sites of metabolism), ou seja, as regides suscetiveis as reacoes
catalisadas pelas enzimas metabdlicas.

Uma vez identificados os pontos sensiveis (do inglé€s, soft spots), pode-se adicionar
grupos bloqueadores, os quais possam evitar ou dificultar a ligacdo as enzimas metabdlicas,
devido a modificacdo de caracteristicas importantes, como volume ou propriedades fisico-
quimicas. E importante destacar que estas modificacdes nio podem afetar a magnitude da
atividade do composto.

Quatro compostos foram escolhidos para a realizacio dos experimentos de
biotransformacdo. Por sabermos que o metabolismo dos derivados benzimidazdlicos ocorre
pela acdo das CYPs, os experimentos foram realizados por meio da identificacdo dos
metabdlitos formados apds a incubacdo dos compostos teste com microssomos de figado
humano e de camundongo. Os resultados sdo ilustrados nas Figuras 26 a 29. Como pode-se
observar, a maioria dos metabdlitos sdo produtos da oxidacdo dos compostos em diferentes
regides, principalmente no benzimidazol e no espacador. Um esquema simples de SAR foi
estabelecido, com a racionalizagdo de estratégias para bloquear os sitios de metabolismo

(Figura 30).

ST NS 1+ %/
& S

Composto original

Br
M1 H20% M4 H24 %

JUS IS S S
Br oH Br

M5 H 8,8 % Ms 9,6 % M3 HO0,9 %

Figura 26 - Biotransformacdo do composto 3. M: metabdlito, H: humano, Ms: camundongo.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 27 - Biotransformacio do composto 14. M: metabdlito, H: humano, Ms: camundongo.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 28 - Biotransformacdo do composto 9. M: metabdlito, H: humano, Ms: camundongo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

R

M2 H21,1%

I

M3 H 19,1% Ms 11,2%

M8 H 27,2% Ms 23,6% Composto original ~

=

Ejdmiﬁe LS

M10 H 8,7% M6 H 3,2% Ms 5,2% +a

= =

&

=~ M9 H 0,9% Ms 1,9% =
M4 H 17% M5 Ms 16,7% M7 Ms 0,35%

Figura 29 - Biotransformacio do composto 41. M: metabdlito, H: humano, Ms: camundongo.
Fonte: Elaborada pela autora.

Com base nesses resultados, novos compostos foram planejados para aumentar a
estabilidade metabdlica. Estratégias estabelecidas empiricamente foram consideradas, como o
bloqueio dos SOM por meio de dtomos de halogénio. A otimizacdo de caracteristicas fisico-
quimicas também foi proposta. Os novos compostos planejados, atualmente em fase de

sintese no laboratério do Prof. Luiz Carlos Dias da UNICAMP, sao ilustradas na Figura 31.
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‘ 1) Estratégias para bloquear este SOM:

N-substituigdo
Adigdo de halogénios (F, CL)

2) Diminuir Log?

1) Estratégias para bloquear este SOM:
!

Modificar posigdo da amida ho Linker
Adigdo de halogénios (F, CL)

R) Diminuir LogP

Figura 30 - Resumo dos resultados obtidos do experimento de biotransformacao. Estratégias para bloquear os
sitios de metabolismo (SOM).
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 31 - Compostos planejados para aumentar a estabilidade metabdlica.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.7 Baixa permeabilidade e ligacdo dos compostos a proteinas - interpreta¢do da aparente
falta de conexdo entre valores de ICsy contra a cruzaina e o T. cruzi

Uma comparacdo dos valores de ICs, para a cruzaina e o 7. cruzi, para os dez
compostos cujo perfil farmacocinético foi avaliado nesse trabalho (Tabela 17), evidencia uma
falta de correlagio (Figura 32A, R* = 0,04). Uma explicacio plausivel poderia estar
relacionada a ligacdo dos compostos teste as proteinas, uma vez que os ensaios celulares
contra o 7. cruzi foram conduzidos na presenca de 10 % de soro fetal bovino (SFB), que esta
ausente nos ensaios de inibi¢do contra a cruzaina. A ligagdo do composto teste as proteinas do
SFB poderia estar reduzindo sua disponibilidade no ensaio. Por isso, a fracdo livre de cada
composto em meio de cultura contendo 10 % de SFB foi determinada experimentalmente para
que os valores de 1C, determinados contra o parasita pudessem ser corrigidos para incorporar
esta varidvel. Os resultados sdo apresentados na Tabela 20.

Considerando-se que o composto teste tem que atravessar membranas bioldgicas para
atingir o alvo terapéutico nos ensaios celulares com o 7. cruzi, a baixa permeabilidade dos
compostos teste (avaliada por meio dos experimentos de PAMPA), introduz uma barreira

adicional que pode influenciar negativamente os resultados de poténcia.

Tabela 20 - Fracdo livre de composto (fu) na presenca de 10 % de SFB e permeabilidade dos compostos
avaliada pelo ensaio de PAMPA.

Composto leg(;Tl (Z/:igl;B( w PAI;\Z“PA
1 0,19 560
6 0,55 220
7 0,15 4,90
8 027 5.90
13 0,34 0,70
14 0,04 0,30
15 0,14 0,70
20 0,19 4,70
38 0,09 19,70
40 0,08 7.0

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 32 mostra que a permeabilidade e a ligacdo as proteinas preenchem a lacuna

observada quando comparados os resultados obtidos nos ensaios bioquimicos e celulares. No
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quadro A, verifica-se a inexisténcia de correlacdo entre os valores de ICy, contra a cruzaina e

o T. cruzi, quando nenhuma corre¢do € considerada. O quadro B mostra uma melhor

correlagio entre esses valores (R* = 040), quando apenas a correcio para a fragdo de

composto livre em meio contendo 10 % SFB é considerada. Quando excluimos da andlise

somente os compostos com permeabilidade muito baixa (P.; < 1,5 x 10° cm/s, de acordo com

os resultados de PAMPA), a correlagio é ainda melhor (R* = 0,66, quadro C). Quando ambas,

fracao livre e permeabilidade dos compostos, sdo consideradas simultaneamente, a correlagao

atinge um valor de R* = 0,76 (quadro D). A partir destes resultados, fica evidente que se deve

considerar a ligacdo as proteinas e a permeabilidade, sendo que a permeabilidade exerce uma

influéncia maior.
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Figura 32 - Influéncia da permeabilidade e da ligagdo dos compostos as proteinas do meio de cultura contendo
10 % SFB, na correlagdo entre os valores de poténcia (ICs,) contra a cruzaina e o 7. cruzi. A) Todos
0s compostos, sem corre¢do alguma. B) Todos os compostos, com apenas a corre¢do para a fracdo
livre em meio de cultura contendo 10 % SFB. C) Compostos com baixa permeabilidade excluidos
da correlacdo. D) Correcdo para a fragdo livre em 10 % SFB e exclusio dos compostos

impermedveis.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.8 Avaliag¢dao de um conjunto adicional de moléculas e estudos de SAR para a estabilidade

metabolica dos derivados benzimidazolicos
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Ap6s a avaliacdo completa do perfil farmacocinético para o primeiro conjunto de dez
compostos da série dos benzoimidazdis (conjunto 1), cujos resultados foram previamente
descritos neste capitulo (itens 4.3.1 a 4.3.7), um conjunto adicional de 55 moléculas
(conjunto 2) foi avaliado. As moléculas que constituiram o conjunto 2 foram selecionadas
com base na quantidade de composto sintetizado disponivel em miligramas. Os resultados
para a caracterizacdo do seu perfil farmacocinético, por meio da realizacdo de ensaios de
incubacdo in vitro dos compostos com microssomos de figado humano e de camundongo,

foram sumarizados na Tabela 21.

Tabela 21 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro para os compostos do segundo conjunto da série de
derivados benzimidazolicos, utilizando-se microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/kg) (L/h/kg) fu (L/h/kg) (L/h/kg) eLogD PAMPA
Humano Camundongo Humano Camundongo

AXP

BZ @v \H 1,50 443 100 150 443 084 317
F o N
’ G/\JL/\/LQ 703 12500 094 745 132,56 2.90 161
H H
! G/\JL/\/L 19,50 ND 086 2270 419,09 335 374
H H
5 ©/\)L/\/L§: 39.40 683,00 063 6244 1.082.41 371 2,00
i . )
6 oM A~ 5,74 76,67 092 621 82,93 2,58 2,08
7 oM N 11,54 15120 091 12,69 166,25 277 1,11
H

o N
9 oQLN/\/LNQ 391 24.80 084 464 2945 2,24 0,58
N H
w =T i 7@ 3,04 1030 100 394 10,30 229 069

o N
11 Q/OQLN/\/L Q <150 72,10 100 150 72,10 2,90 421

13 /Q/\JKA/L 9,99 199,32 062 16,19 323,05 3,79 3,96

Br
o N

ovll\/\/LQ 23.80 504,00 034 7062 1.495 55 402 235
N [} N

17 ‘ i JJ\/\/EQ 3730 669,00 052 71,18 1.276.72 3,65 0,62

1

=)
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(continua)

(continuacao)

Tabela 21 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro para os compostos do segundo conjunto da série de
derivados benzimidazolicos, utilizando-se microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/kg) (L/h/kg) fu (L/h/kg) (L/h/kg) eLogD PAMPA
Humano Camundongo Humano Camundongo

HO. ° M
18 °\)]\u/\/Lu§ 24,70 757,00 0,77 32,04 981,84 342 0,29

OH o N
19 \)k/\/LQ ND 65500 072 3500 939,71 395 033
H H
o N
21 Q/QL/\/LQ 9,07 23400 080 1138 293,60 304 290
H H

22 @\ i I 3.28 86.20 100 328 86.20 298 180
CH. o NH
’ {
28 °\)J\u/\/1:© 23,60 790,00 0,61 38,63 1.292,96 4,04 12,70

CH, o N
38 \)J\/\/LQ 23,05 71079 085 27,13 836.01 379 242
H
o N
39 . . o M A~ 35,40 618,00 054 6556 1.144 44 404 1600

i
40 °\)J\u/\/k~ 219,77 848,04 052 42183 1.627.73 407 6.83

43 C \)‘L/\/U:Q 41,60 407,00 002 212245  20.76531 4,84 0,12
H

44 [ .1 /\/LO 72,40 500,00 0,18 40447 2.793,30 422 0,29

45 O o A/[Q 65.00 52800 005 133470  10.84189 4,61 0,09

O/"\)ku/\/tn

46 8 112,00 305,00 0,12 949,15 2.584,75 4,50 0,08
O/"\)ku/\/tn

47 123,00 489,00 041 30147 1.198,53 424 4,30
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48

°\)T\,./\/EQ
©/ X

235,00

o

(continuacao)

847,00

047

495,78

1.786,92

424

398

(continua)

Tabela 21 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro para os compostos do segundo conjunto da série de
derivados benzimidazolicos, utilizando-se microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/kg) (L/h/kg) fu (L/h/kg) (L/h/kg) eLogD PAMPA
_ Humano Camundongo Humano Camundongo
CH, o N
St
49 2 123,00 487,00 0,03 3.867.92 15.314,17 481 0,04
L
©/0\)ku/\/kj
50 8 136,00 300,00 0,04 336634 742574 4,69 0,08
e
©/0\)I\H/\/ku
51 )) 142,00 500,94 027 524,02 1.848,62 445 229
(¢}
o N
52 ©/\)L/\/l\§: 457 122,00 099 461 123,11 293 6,55
CH,
i I
53 @/"\J\/\/L, 120,00 620,00 061 196,08 1.013,07 4,06 8,72
L
54 ©/\)I\/\/L 60,40 650,00 086 7023 75581 3,75 9,06
=cH,
o
I Q
55 @/"J\/\/LL( <1,50 534 0,98 1,53 543 2,16 0,71
NH,
L
56 QOJ(\/LEO 58,10 713,00 0,63 9237 1.133,55 4,04 17,8
L
57 ©°Jj\u/\/>~ 23,00 235,00 100 23,00 235,00 3,13 935
o
58 0 Q/\)'\/vlg <1,50 <443 1,00 1,50 443 1,92 021
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<1,50 20,80 0,99 1,51 20,88 1,59 0,17

59 el -
: <)
o N
60 <;<©/\)k/\/& 3,54 217,00 100 354 217,00 1,80 0,20
H

N
H
o

(continua)

(continuacao)

Tabela 21 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro para os compostos do segundo conjunto da série de
derivados benzimidazolicos, utilizando-se microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/kg) (L/h/kg) fu (L/h/kg) (L/h/kg) eLogD PAMPA
Humano Camundongo Humano Camundongo

61 <( \)J\/\/L@ <150 8,19 100 150 8,19 2,23 003

o N’S >
62 ﬁ/@ﬁ\)\n/\/ﬂ\n 1,50 443 0,96 1,53 451 1,83 0,02

o N
H

o N
» Y
63 o\)ku/\/Lu 6,66 26,40 082 8,5 3231 3,17 021
HO

0

o] N
64 IC(O\)LN ~ A 6.90 10.60 100 690 10,60 2.26 0.17
H H

o N
65 uoo\)LN/\/LNQ 9.48 45770 067 1421 68,52 337 0,13
H H
[o]

66 —

o N
)
O\J\H/\/Lﬂ 6,58 67,50 1,00 6,58 67,50 2,98 2,17

25,60 177,00 ND 232,73 1.609,09 3,89 0,34

68
NO,
e
69 Ay 11,00 2270 099 1107 22,84 188 038
NH,
o
O
7 :\} <150 12,90 100 150 12,90 1.31 ND

73 o

1,78 35,90 091 1,94 39,06 3,09 546

o
g
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z,

74 4,75 95,10 097 4.90 98,14 3,09 6,65

o}
75 H,C)\u 9,38 306,00 0,94 9,97 325,19 3,52 3,60

(continua)
(conclusao)

Tabela 21 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro para os compostos do segundo conjunto da série de
derivados benzimidazolicos, utilizando-se microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/kg) (L/h/kg) fu (L/h/kg) (L/h/kg) eLogD PAMPA
Humano Camundongo Humano Camundongo
o NH
76 ©\o/\)kN ’ 14,20 536,00 084 1699 641,15 3,58 14,60

N
T
I
77 NN S\J\u/\/ku 61,50 433,00 096 6436 453,17 2,93 2,17

NH
|
78 o B S\)\gNE© 155,00 485,00 0,79 19448 608,53 363 11,00
=N

CH,
A I
79 OO 157,00 355,00 0,04 3.63426 8.217,59 4,61 0,03

0

Q)
A~y
80 125,00 331,00 0,02 5.186,72 13.734 44 4,84 0,04

HyCO °

Br o N
A~
81 © 40,40 50,10 0,02 2.104,17 2.609,38 481 0,03

OCH,

Fonte: Elaborada pela autora.

Compostos com valores de clearance mais baixos, em relacdo ao primeiro conjunto de
derivados benzimidazélicos, foram identificados. Como pode ser observado na Figura 33,
diversos compostos do segundo conjunto apresentaram valores equivalentes ao BZ, bem
como uma melhor adequagado na faixa de estabilidade metabdlica considerada como farmaco-

similar, ou seja, com valores de CLint_u menores que 10 L/h/kg.
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Os valores de clearance da Tabela 21 indicam que, apesar de ndo representar um sitio
de metabolismo para a série de derivados benzimidazdlicos, de acordo com 0s experimentos
de biotransformacao, a presenca de substituintes na fenila pode influenciar substancialmente a
estabilidade metabdlica desses compostos. Substituintes nas posicdes para e meta da fenila,
por exemplo, deram origem aos compostos mais estdveis, com os menores valores de
clearance intrinseco (CL,,). Dentre os compostos com substituintes em para, destacamos o
58, 59 e 62 com valores de clearance equivalentes ao BZ (CL,,,_u em microssomos humanos
de 1,50 L/h/kg). Os compostos 60 (3,54 L/h/Kg), 61 (1,50 L/h/Kg) e 64 (6,90 L/h/Kg), com
substituintes em meta na fenila, também se encontram na regido farmaco-similar de
estabilidade metabdlica. Substituintes em orto, levam a compostos estdveis, porém, com
valores de clearance mais elevados: 7 (6,21 L/h/kg), 7 (12,69 L/h/kg), 9 (4,64 L/h/kg), 10
(3,94 L/h/kg).

A 1000 B 10000
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CLint_u (L/h/Kq)
CLint_u (L/h/Kg)

—
o

10

O GO 00000 SO

@

e Conjunto1 < Farmaco BZ « Conjunto 2

Figura 33 - Representacdo grifica dos valores de clearance intrinsecos pela incuba¢do dos compostos com
microssomos de figado humano, considerando-se a corre¢do para a fragdo de composto livre. Esta
figura permite a comparagdo dos valores para os conjuntos 1 e 2 de derivados benzimidazélicos,
além de apresentar o BZ.

Fonte: Elaborada pela autora.

Essa série de compostos ndo apresenta grande variagdo no espacador. Todavia, pode-
se destacar o composto 21, onde o dtomo de oxigénio € substituido por um de enxofre (11,38

L/h/kg). Também os compostos 76 (16,99 L/h/kg) e 22 (3,28 L/h/kg), onde a posicao da
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amida é modificada pela introdu¢do de uma metila, resultando em um aumento da
estabilidade metabdlica quando comparado ao primeiro conjunto de derivados.

A introdug¢do de uma metila no benzimidazol deu origem a um composto com
clearance de 4,61 L/h/kg, ao passo que a adicdo de um substituinte com caracteristicas
hidrofilicas levou a uma maior estabilidade metabdlica (85, clearance de 2,16 L/h/kg). E
interessante observar que os resultados, tanto para o espagador quanto para o benzimidazol,
estdo de acordo com os estudos de SAR dos experimentos de biotransformacio (subitem
4.2.6, Figura 30), indicando que modificacdes nos SOM sdo capazes de influenciar

positivamente a estabilidade metabdlica dos compostos.
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Figura 34 - Correlag@o entre os valores de clearance intrinseco (determinados pela incubac¢do dos compostos
com microssomos de figado humano, considerando-se a corre¢io para a fracdo de composto livre) e
a hidrofobia dos compostos (representada pela determinagdo experimental do eLogD).

Fonte: Elaborada pela autora.

E importante destacar a influéncia exercida pela natureza fisico-quimica dos
substituintes (na fenila e no benzimidazol) na estabilidade dos compostos. A introducio de
substiuintes hidrofébicos, por exemplo, levou a um aumento dos valores de clearance. Os
compostos 16 (70,62 L/h/kg), 39 (65,56 L/h/kg), 43 (2.122,45 L/h/kg) e 78 (194 48 L/h/kg)
com substituintes hidrofébicos na fenila, ilustram esta tendéncia. Substituintes hidrofébicos

no benzimidazol (46, 47, 48, 50, 53, 54 e 56) seguem o0 mesmo padrdo, apresentando valores
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de clearance entre 70,23 e 3.366,34 L/h/kg. Da mesma forma, substituintes hidrofébicos em
ambos os sistemas aromaticos (40, 49, 66, 79, 80 e¢ 81) apresentam valores de clearance
intrinseco em microssomos de figado humano entre 232,33 € 5.186,72 L/h/Kg.

De maneira geral, os valores de clearance para a série dos derivados benzimidazolicos
tendem a aumentar a medida que aumenta a hidrofobia dos compostos (Figura 34). A
introdu¢@o de substituintes polares € capaz de aumentar a estabilidade metabdlica, como
resultado de uma melhora geral das caracteristicas fisico-quimicas. Além disso, € interessante
observar que o composto 11, que ndo possui substituinte em nenhum dos dois sistemas €
bastante estdvel metabolicamente (CLint = 1,5 L/h/kg). A Figura 35 apresenta os estudos de

SAR para o clearance metabdlico dessa série de derivados.

* R hidrofobico aumenta CL;;
* R hidrofilico diminui CL;

(o) N
* Posicoes meta e para mais favoraveis \)]\ /\)I\/Q
(0]
X N N
H

R
G

* R hidrofdbico aumenta CL;y,
* R hidrofilico diminui CL;;

Figura 35 - Estudos de SAR dos pardmetros farmacocinéticos in vitro, CLint_u observados pela incubacdo dos
compostos com microssomos de figado humano.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.9 MPO Score

MPO se refere a uma forma de mensurar a otimizacdo de multiplos pardmetros
essenciais para a identificacdo de um potencial candidato a firmaco. Essa medida envolve a
multiplicacdo do valor obtido para a poténcia de determinado composto (ICs, contra um alvo
molecular, por exemplo) pela sua estabilidade metabdlica (dada pelo valor de clearance in
Vitro).

A diminuicao do valor de MPO indica que a otimizacdo simultanea desses parametros
afeta positivamente a qualidade do candidato a fairmaco. Nesse trabalho de tese, a poténcia
refere-se aos valores de ICs, dos compostos determinados contra a cruzaina. A estabilidade

metabdlica € dada pela medida do clearance intrinseco, obtido pela incuba¢do dos compostos
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com microssomos de figado humano, considerando-se a corre¢do para a fragcdo de composto
livre no ensaio (CLint_u). Os resultados para o cdlculo da pontuacdo MPO podem ser
visualizados na Tabela 22.

Os valores de pontuacio MPO mostrados na Tabela 22 estio representados
graficamente na Figura 36 para facilitar a visualizacdo de sua distribui¢do e a comparacio
entre os conjuntos 1 e 2. Os valores de pontuacdo MPO foram utilizados para priorizar os

compostos do segundo conjunto para os testes de PK in vivo.

Tabela 22 - Pontuagdo MPO e os parametros utilizados para o seu calculo.

CLint_u (L/h/kg) IC;, cruzaina

Composto Humano M) MPO Score*
Conjunto 1
1 16,0 0,8+ 0,1 12,8
6 6,6 65,1+1,2 429,7
7 39,2 132+1,2 5174
8 31,2 4,1+ 1,1 127,9
13 12,5 2,7+04 33,8
14 539,5 0,21 + 0,04 113,3
15 43,9 3,0£0,5 131,7
20 38,2 77,5+ 1,4 2.960,5
40 501,1 239+1,2 11.976,3
Conjunto 2
3 7,4 50£1,0 37,3
4 22,7 30£1,0 68,1
5 62,4 1,6 £1,0 99,9
7 12,7 13,0+ 1,0 164,9
11 1,5 10,9+ 1,0 16,4
16 70,6 52+1,0 367,2
17 71,2 13,5+ 1,1 960,9
18 32,0 12,7+ 1,2 407,6
19 35,0 83+1,1 291,6
21 11,4 39,0+ 1,0 443,8
40 421,8 24,0+ 1,0 10.123,9
43 2.122,5 0,6 £ 0,2 1.252,2
44 404,5 0,5+0,1 218,4
45 1.334,7 0,6 +0,2 814,2
47 301,5 0,4+0,2 105,5
48 495,8 1,7+£04 837,9
51 524,0 1,8+0,1 937,9
52 4,6 8,617 39,6
53 196,1 1,1+£0,3 225,5
54 70,2 13,7+ 1,4 960,8
55 1,5 12,1+24 18,5

56 92,4 8,6 £2,6 789,8



57 23,0 88+ 1,8 202,6
58 1,5 45+06 6,8
62 1,5 9,0+3,0 13,8
63 8,2 34+09 27,9
64 6,9 28.0+2,1 1932
65 14,2 2,7+0,7 37,8
66 2327 23+1,1 5353
68 6,6 13,0+1,7 85,5
69 11,1 18,0 £3.2 199,3
* MPO Score = ICy, “*™ X CLint_u humano
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 36 - Comparacdo entre as pontuacdes MPO para os compostos da série de derivados benzimidazdlicos

dos dois conjuntos avaliados nesse trabalho.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.10 Determinagdo in vivo dos pardmetros farmacocinéticos e correlagao IVIVC

Sete compostos para os quais obteve-se os menores valores de MPO, foram avaliados

em camundongos. Os resultados sdo mostrados na Tabela 23.

Os resultados da avaliacdo farmacocinética in vivo foram incorporados a andlise

IVIVC (Figura 37). A Figura 37 mostra que a diminuicdo do clearance determinado in vitro

se traduz na diminui¢do do clearance observado in vivo. Estes resultados corroboram e

reforcam o uso de experimentos in vitro para a predi¢do do clearance in vivo para essa série

de derivados sintéticos. Além disso, indicam que o metabolismo dos compostos é realizado

principalmente pelas enzimas da Fase I do metabolismo, uma vez que 0os microssomos nao
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contém as enzimas da Fase II. A auséncia de correlacdo IVIVC poderia ser um indicio da
atuacao de outras vias na eliminacdo dos compostos.

O espaco farmaco-similar de estabilidade metabdlica foi alcancado pelos compostos
58 e 55, que também estdo entre os cinco melhores MPO scores (Tabela 22), fato que os

tornam os candidatos a farmacos mais promissores identificados neste trabalho.

S
o
o

1
&

100

R?=0.79624

=
o
1

A
&,
Espago
farmaco-similar
1 T A T T T
1 10 100 1000

CLint,mic_u (L/hr/kg) - Camundongo

CLp,u (iv, L/hr/kg) - Camundongo

& BZ — farmaco disponivel comercialmente

\‘> Conjunto de compostos 1

. Conjunto de compostos 2

Figura 37 - Clearance IVIVC. Boa correlacdo, espaco farmaco-similar atingido pelos compostos 58 (A) e 55
(B).
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3 Composto lider 2 — planejamento e avaliacdo de derivados de imidas ciclicas

O composto lider 2 (Figura 38) ¢ um inibidor reversivel e competitivo da enzima
cruzaina. Essa molécula foi identificada por meio da combinagdo de metodologias de triagem
virtual e HTS (do inglés, High-Throughput Screening).* Em contraste com o composto lider
1, nenhum complexo cristalografico foi determinado. Portanto, o seu modo de interagdo com

a cruzaina foi predito por docagem molecular (Figura 3).

CH3

ICs0 = 2,2 pM
K;=0,8 uM

Figura 38 - Estrutura quimica do segundo composto lider (2).
Fonte: Elaborada pela autora.

Um conjunto de derivados de 2 foi planejado, sintetizado e avaliado contra a enzima

alvo. Os resultados desses trabalhos sdo sumarizados na Tabela 24.

Tabela 24 - Estruturas e perfil de inibi¢ao de derivados do composto lider 2 contra a cruzaina.

0 g s A~ s B
Composto Estrutura %o Imb(li;(z;((; l(Jiqlzt/[c)la‘uzama (Ist[o) (MI;[)

N
2 Q:\é %;i_{o p 88 22404 08

83 ©E§N4§;o<\_<o 42 ND ND

(continua)
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Tabela 24 - Estruturas e perfil de inibi¢ao de derivados do composto lider 2 contra a cruzaina.

111

% Inibi¢do da cruzaina I1Cs K;
Composto Estrutura (100 uM)?* (M) (uM)
o)
84 @dﬁ"{i 27 ND ND
(o] [o] Cl
o O \—< :<
HN:
[o]
N
85 o o 87 13,9+ 1,1 ND
o O
HN: (o]
\
o]
N
86 CE/é §<>< 0 o 68 40,1+13 ND
o O \—< C
HN:
[o]
87 NH O cl 38 ND ND
o O \—<
HN o]
( j \
[o]
N
88 o 0 77 16,7+ 1,3 ND
O O
HN
[o]
89 o o 74 20,5+ 1,3 ND
o O \—<
HN F
[o]
90 O:((N%;<
o o 54 ND ND
o O \—<
HN: Br
[o]
N
91 o o 56 ND ND
o O
HN Cl
[o]
N
92 o o 6 ND ND
o O
HN OH
[o]
N
93 o o cl 75 42+1,5 ND

(continua)
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(conclusao)

Tabela 24 - Estruturas e perfil de inibi¢ao de derivados do composto lider 2 contra a cruzaina.

% Inibi¢io da cruzaina 1Cs K;

Composto Estrutura a
P (100 uM) @M @M)

)
94 o o cl 96 23+1,1 0,7
o d \—{ j
HN o
\
0
95 o o cl 96 1,4+£0,7 0,2
o o \—< j
HN o

0

N

96 @ié o o cl 0 ND ND
HN o

HN/_\N
97 — 0 ! 35 ND ND
et

o]
98 E§N§< 88 12,1 £1.2
o I J£1, ND
by N :§ ,
HN o]
O g/
99 (ﬁ" o , 58 ND ND
o & A C§ /
HN 0

CN
100 ) t\_{: ;. , 6 ND ND

0/_\N
101 / 0 ! 14 ND ND
° —< d /
HN o}
o]
102 o o 79 21+12 ND
o] (o)
HzN'O

“Os valores de % de inibigdo sdo referentes a média de 3 medidas experimentais. Qs valores de ICs, foram
determinados independentemente pelas medidas em triplicada de pelo menos 6 concentragdes diferentes de
inibidor. Os ensaios foram realizados em 2-3 experimentos independentes.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Algumas observagdes podem ser feitas com base nos resultados dos estudos de
cinética e modelagem molecular. Primeiramente, as modificagdes no sistema imidico ciclico
tetrahidroftalimida revelaram que o derivado saturado em A (93) apresentou uma diminui¢ao
da potécia (ICsp = 4,2 uM) em relagdo ao composto lider (2, ICso = 2,2 uM). Quando em A
estd presente uma fenila (imida ciclica do tipo ftalimida), a porcentagem de inibi¢do da
cruzaina caiu de 88% (composto lider) para ~40% (82 ¢ 83), e 27% (84), o que sugere que a
presenca do anel aromatico seja desfavoravel. Por outro lado, o derivado maleimidico 94
mostrou poténcia inibitoria semelhante (ICso = 2,3 uM) ao do composto 2, indicando ndo ser
essencial a presenca do sistema A para a atividade. Além disso, o composto 98, um derivado
de 95, cuja unica diferenca estrutural reside na saturacdo da dupla ligagdo, exibiu poténcia da
ordem de 6 vezes menor (ICso = 12,1 uM). Para os compostos em que o sistema imidico €
substituido por outros sistemas, tais como piperazina (97), pirrolidina (100) ou morfolina
(101), a atividade de inibi¢ao da cruzaina é completamente perdida.

A tolerancia para a introducdo ou remocdo de substituintes na fenila (sistema B,
Figura 38) também foi avaliada. Os resultados indicam que os substituintes presentes no
composto lider (2), cloro e metoxila, sdo importantes, mas nao essenciais, para a atividade de
inibicdo da cruzaina. A remoc¢do dos dois substituintes (88) levou a diminui¢do da poténcia
em cerca de 8 vezes (ICsp = 16,7 uM) em relagdo ao lider (ICsp = 2,2 uM). Em uma
comparagdo direta, a metoxila parece ter o papel mais importante, j& que a sua presenca (85)
levou a uma diminui¢do da poténcia da ordem de 6 vezes (ICso = 13,9 uM). J4 o derivado
contendo apenas o cloro (86) resultou em um valor de ICsy de 40,1 uM.

A substituicdo da fenila (anel B) por uma naftila levou a um derivado equipotente
(102) (ICsp = 2,1 uM). A presenca de Br (90), CI (91) ou de uma hidroxila (92) na posi¢ao
para em B, deu origem a compostos inativos. A presenca de F (89), na mesma posi¢do, gerou
um composto 10 vezes menos potente (ICsp = 20,5 uM), quando comparado ao lider (2).

A substitui¢do da isopropila por uma benzila (95) levou ao composto mais potente
desta série. Os estudos de modelagem molecular do complexo entre a cruzaina e esse inibidor
(Figura 39) revelaram que esta por¢ao da molécula ocupa um bolsdo hidrofébico do sitio
ativo da cruzaina, onde se encontram os residuos Trp184 e His162, proporcionando maior
complementaridade proteina-ligante. A importancia da presenca de um grupo hidrofobico
nesta posicdo foi corroborada pela auséncia de atividade do composto 96, no qual o grupo

isopropila do composto lider esta ausente. No entanto, a substituicdo da isopropila por um
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grupo hidrofébico mais volumoso como a naftila (99), causou a perda da atividade do

composto.

Figura 39 - Modos de ligagdo preditos por modelagem molecular dos compostos lider (verde) e 95.
Fonte: Elaborada pela autora.

Grupo hidrofébico:

istema imidico:
s dico essencial para atividade

Lcssendal para atividade

Substituicoes: pouco toleraveis
Substituicao por benzeno: equipotente
iﬂs&nclaz aumento do ICso em 8X

(o) Cl

o)

0o

v
Substituigdes: toleradas HN 0
[Ausincia do anel: composto equipotente v \
o o Substituigdo por NH:
perdada atividade CHa

= B
Figura 40 - Resumo das investigagdes de SAR para a otimizagdo da série de derivados imidicos contra a
cruzaina.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A importancia do éster, na por¢do que une os dois sistemas de anéis, ¢ demonstrada
pela analise do composto 87, que apresenta uma funcdo amida. Nesse caso, a modificagdo
molecular levou a um derivado inativo. Os estudos de SAR para esta série de derivados
imidicos sdo sintetizados na Figura 40.

Assim como o composto lider (2), os derivados investigados mantém o mecanismo de
inibicdo do tipo competitivo, como determinado por meio de estudos de cinética enzimatica.
Os graficos de Lineweaver-Burk para os compostos mais potentes desta série 94, 95 e 102 sao

apresentados na Figura 41.

1ivg . 0 uM

- 0,7 uM
- 1,4 uM
- 28 uM
-o- 5,6 uM

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 A
1/[Z-Phe-Arg-AMC]

-o- 0 uM -o- 0 uM
= 0,1 uM = 1,15 uM
-+ 0,2 uM -+ 2,3 uM
- 0,4 uM -+ 4,6 pM
08 uM - 9.2uM
1,0 -05 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 1,0 -05 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 .
1/[Z-Phe-Arg-AMC] B 1/[Z-Phe-Arg-AMC] ¢

Figura 41 - Graficos de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para os compostos 94 (A), 95 (B) e 102 (C).
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.1 Avaliagdo da atividade antiparasitaria dos derivados imidicos

Os compostos mais promissores dessa série foram submetidos a avaliagdo em culturas
celulares infectadas pelo 7. cruzi. Os valores de ICs sdo apresentados na Tabela 25.

Os resultados mostram que apenas os compostos 94 e 102 apresentaram atividade
antiparasitdria. Destaca-se o composto 94, potente inibidor da cruzaina (ICso = 2,3 + 1,1), cujo
valor de ICy, contra o 7. cruzi (0,9 £ 0,3) € o mais relevante dentre todos os compostos

avaliados nessa tese.
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Tabela 25 - Atividade in vitro de derivados imidicos contra o 7. cruzi.

Composto Estrutura ICs (uM)* PAMPA eLogD LogP  PSA

[o]
N
2 Q:é §< > 100 ND ND ND ND
\ 4 0\_(0 Cl
HN: (e}
( f \
o
N
88 Q:(( §< > 100 16,8 a1 25 928
\ 4 O\_{O
89 C[/é §;< > 100 11,0 42 27 928
A
93 Ofé §< > 100 22 45 36 1021
94 <§ % 0.9+0.3 4.9 40 25 1021
\—<
95 Qfé }r— > 100 2.7 44 35 1021

102 Q:é ¢ 32,9449 0,6 4,7 34 928

’Os valores de ICsy dos compostos contra o T. cruzi, cepa Tulahuen representam médias de pelo menos 3
experimentos individuais. BZ = benznidazol. Valores de eLogD e PAMPA foram determinados
experimentalmente. LogP e PSA foram preditos computacionalmente.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.2 Determinagdo in vitro de parametros farmacocinéticos para os derivados imidicos com
microssomos de figado

Os compostos mais promissores dessa série contra o 7. cruzi foram submetidos a
ensaios para determinacdo do perfil farmacocinético e da estabilidade metabdlica. Esses
estudos foram realizados na empresa farmacéutica norte-americana AbbVie, durante o estdgio
de doutorado-sanduiche BEPE/FAPESP. Os resultados estao descritos na Tabela 26.

De maneira geral, os compostos desta série apresentaram valores de clearance
bastante elevados (47 a 160 L/h/kg), indicando uma instabilidade metabolica. As excecdes sdo
os compostos 97 (CLint_ u = 1,5 L/h/kg) e 101 (CLint u = 13,0 L/h/kg), em que o o sistema

imidico foi trocado por piperidina e morfolina, respectivamente. Entretanto, esses compostos
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ndo apresentam atividade contra a enzima alvo, especialmente pela auséncia do sistema

imidico que foi identificado como essencial para inibi¢do da cruzaina.

Tabela 26 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro para a série de derivados imidicos, utilizando-se

microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/Kg) (L/h/Kg) fu (L/h/Kg) (L/h/Kg) eLogD PAMPA
Humano Camundongo Humano Camundongo
r o
BZ ©\/n# "L 1,50 443 1,00 1,50 443 0,84 3,17
o
0
2 ();(«"¢ o @ 80,21 12700 0,71 110,56 178.87 438 265
o o \—< j
HN 0
\
o
85 @NAQS 0 159,98 372,00 0,27 590,40 1.372,78 4,01 4,90
0 e HN o\
o
N
88 Q:(( 4§;o< o 158,00 ND 0,27 583,06 ND 4,06 16,80
o o \—<
HN
[
N
89 C[/éﬁ ) 113,93 22541 0,27 42043 831,81 4,20 11,12
> e HN F
o
N
93 O:((‘g;f ) cl 153,00 352,00 0,27 564,61 1.298,97 448 2,23
0 O \—< j
HN 0,
o
| N
94 Q‘QS o cl 159,98 372,00 0,27 590,40 1.372,78 4,01 4,90
o O \—< :{
HN o
\
o
N
95 Q:«( ;:o o cl 120,21 189,33 0,63 190,40 301,00 442 2,69
0 O \—< :<
HN 0,
/\
HN N
97 Q f° ! 1,50 57,70 0,44 342 131,44 3,73 0,03
° d /
HN o
[}
N
98 <§4§;< o ] 47,00 470,00 0,27 173,44 1734 .42 3,68 13,5
b N C§ /
HN o
=aY
99 CE((‘ ° 93,30 135,00 0,27 344 30 498,19 491 0,16

(continua)
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(continuacao)

Tabela 27 - Estrutura e perfil farmacocinético in vitro para a série de derivados imidicos, utilizando-se
microssomos de figado humano e camundongo.

CLint CLint CLint_u CLint_u
Composto Estrutura (L/h/Kg) (L/h/Kg) fu (L/h/Kg) (L/h/Kg) eLogD PAMPA
Humano Camundongo Humano Camundongo

N
100 C o I 62,00 753,00 030 206,67 2.510,00 424 1,20
° _{ d /
HN o)

o N
101 N/ Q :,0 ! 13,00 133,00 0,30 4333 44333 3,99 10,50
° C /
HN: o]

o
N
102 @f(ﬁ ) 116,00 315,00 027 428,07 1.162,43 4,74 0,61
A
e,

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3 Identificagdo dos sitios de metabolismo como subsidio para otimiza¢do da estabilidade
metabdlica dos compostos

Os derivados imidicos 94 e 102 foram escolhidos para a realizacdao de ensaios de
biotransformagao e, consequentemente, para a identificacdo de seus sitios de metabolismo. Os
compostos foram incubados com as fragcdes S9 de figado humano e de camundongo por 1 h.
As analises mostraram que os compostos sdo bastante instaveis metabolicamente, ndo sendo
ionizados adequadamente. Uma degradacdo significativa do composto parental foi observada
inclusive na amostra inicial, referente ao tempo 0 h, bem como na solucio estoque. Alguns
dos produtos de degradacdo observados incluem a abertura do anel pirrolidinediona, N-
desalquilagio e O-desalquilagdo. Além disso, os compostos parecem apresentar alta
reatividade quimica, uma vez que oxidagdo e conjugacdo-GSH dos compostos parentais

foram observadas nas amostras nos tempos de O e 1 h.



5 CONCLUSOES

Nesse trabalho de tese de doutorado, o planejamento de candidatos a novos
antichagasicos teve como base dois compostos lideres, inibidores da enzima cruzaina. Esses
compostos pertencem a duas classes quimicas: um derivado benzimidazolico (1) com K; = 2,0
uM e um derivado imidico (2) K; = 0,8 uM. Séries de derivados foram planejadas,
sintetizadas e avaliadas em varios modelos experimentais. Varias modificagdes moleculares
foram exploradas, levando a estudos de SAR e ao entendimento das caracteristicas estruturais
essenciais para a inibi¢do enzimadtica. Entre os derivados benzimidazoélicos, o inibidor mais
potente (15) mostrou um aumento significativo da atividade inibitoria da cruzaina (ICso = 200
nM, K; = 82 nM) em relagdo ao composto lider (ICso = 800 nM, K; = 2000 nM). Além disso,
apresentou consideravel poténcia in vitro contra o T. cruzi (ICso = 16,2 uM). Por outro lado,
as modificagdes propostas para os derivados imidicos levaram ao composto 95, que foi mais
potente (ICsp = 1,4 uM, K; = 0,19 uM) que o composto lider (ICso = 2,2 uM, K; = 0,8 uM).
Também foi identificado o composto 94 (ICso = 2,3 uM, K; = 0,7 uM), equipotente ao
composto lider contra a cruzaina. Entretanto, apresentou também atividade antiparasitaria
significativa (ICso = 0,9 uM), em oposi¢cdo aos compostos lider e 95, que foram inativos em
ensaios celulares contra o 7. cruzi.

O mecanismo de inibi¢do para os compostos mais promissores foi determinado. Os
derivados imidicos apresentaram mecanismo do tipo competitivo, seguindo o modo de
inibicdo do composto lider da série. Entre os derivados benzimidazdlicos, o mecanismo de
inibicdo competitivo foi observado para grande parte dos compostos investigados. Contudo,
uma excec¢do importante foi observada para a série que apresenta o benzimidazol N-
substituido. Apesar de potentes, esses derivados atuam por um mecanismo de inibigdo do tipo
ndo-competitivo. Estudos preliminares de toxicidade em linhagens celulares (Vero e
fibroblastos) e in vivo (camundongos), mostraram que os compostos estudados apresentam
um perfil seguro, o que sugere a continuidade dos estudos.

A realizagdo de um estdgio de doutorado sanduiche no departamento de metabolismo
de farmacos e farmacocinética da empresa farmacéutica norte-americana AbbVie possibilitou
a determinacdo de parametros farmacocinéticos de uma série substancial de compostos.
Ademais, foi empregada uma metodologia inovadora denominada MPO (do inglés, Multi
Parametric Optimization), que tem como objetivo a otimizagdo de multiplos parametros de

um composto teste. Esse método foi utilizado para a identificagdo de candidatos com um
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perfil mais equilibrado entre poténcia e farmacocinética, propriedades essenciais para o
desenvolvimento de um farmaco eficaz e seguro. Primeiramente, identificou-se que a série de
derivados benzimidazoélicos apresentava elevados valores de clearance (in vitro e in vivo),
levando a uma baixa biodisponibilidade. Para melhorar os parametros farmacocinéticos para
essa série, uma correlacdo in vitro x in vivo (IVIVC) foi estabelecida para o pardmetro de
clearance. Identificou-se que as reacdes de oxidagdo catalisadas por enzimas do metabolismo
de Fase I, principalmente pela CYP3A4, eram a via principal de metabolismo dessas
moléculas. Experimentos de biotransforma¢do foram conduzidos, os sitios de metabolismo
identificados e estudos de SAR foram estabelecidos, fornecendo subsidios importantes para
bloquea-los. Um segundo conjunto de derivados benzimidazdlicos foi planejado e avaliado,
apresentando maior estabilidade metabdlica, bem como um melhor equilibrio de propriedades
(poténcia e farmacocinética). A utilizacdo da estratégia MPO levou a identificacdo de dois
compostos (55 e 58) capazes de ocupar um espaco farmaco-similar privilegiado, quando se
trata de estabilidade metabdlica. Além disso, foi possivel concluir que a baixa permeabilidade
dos compostos e a ligacdo as proteinas (contidas nos 10% de SFB utilizado nos ensaios
celulares contra o 7. cruzi), influenciam os resultados de poténcia contra o parasita, causando
desconexdo quando resultados bioquimicos e celulares sdo comparados.

Os estudos apresentados nessa tese de doutorado contribuem sobremaneira para a
inovacdo na pesquisa em farmacos no Brasil. As metodologias empregadas no planejamento
de ligantes bioativos e a sua integragdo para otimizagdo concomitante de parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos representam o estado-da-arte nessa area de pesquisa. Os
estudos de farmacocinética ainda representam um grande gargalo para o avanco das pesquisas
no Brasil. Acredita-se que a sua incorporagdo em um estagio inicial da pesquisa basica seja o
caminho a ser seguido, j4 que esses estudos sdo essenciais para o desenvolvimento de
candidatos a novos farmacos eficazes e seguros, porém. Nesse trabalho, esses estudos foram
possiveis gragas a parceria de nosso laboratorio com a DNDi e a AbbVie, destacando-se uma
vez mais a importancia de parcerias internacionais de alta qualidade, envolvendo a interagao

com empresas farmacéuticas.



6 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesse trabalho proporcionaram a criacdo de uma nova estratégia
para a triagem de candidatos a firmacos para a doenca de Chagas (Figura 42). Em vez de
considerar somente a otimizagdo da poténcia contra o alvo molecular e o parasita, a nova
proposta incorpora a determinacdo e a otimizagdo simultdneas de pardmetros

farmacocinéticos.

\ P
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Figura 42 - Esquema de triagem para novos candidatos a antichagdsicos, considerando a otimizacdo de
multiplos parametros (MPO).
Fonte: Elaborada pela autora.

Inicialmente, trés experimentos devem ser conduzidos concomitantemente: i) a
determinagdo da poténcia do composto teste contra o alvo, neste caso especifico, a enzima
cruzaina; i1) a determinacdo da sua estabilidade metabodlica pela incubagdo com microssomos
de figado (considerando a fragdo de composto livre como fator de correcdo); e iii) a avaliagao
da permeabilidade pelo método PAMPA, uma vez que ele se mostrou essencial para a
determinagdo e a correlacdo entre valores de poténcia contra a cruzaina e o 7. cruzi.

O segundo passo consiste em determinar a poténcia dos compostos contra o parasita.
Estes quatro ensaios sdo realizados de forma iterativa, retroalimentando o conjunto de

informagdes necessarias para o planejamento, sintese e priorizagdo de compostos, até que uma
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combinag¢do ideal entre poténcia (namolar) e propriedades farmacocinéticas (clearance abaixo
de 10 L/h/kg) seja alcangada.

Em seguida, recomenda-se a determinac¢ao do indice de seletividade, onde o composto
teste ¢ avaliado em células sauddveis ndo infectadas com o parasita. Esta também ¢ uma
forma preliminar de avaliar a sua toxicidade. Estudos para a determinagdo dos pardmentros
farmacocinéticos in vivo podem ser realizados para os compostos seletivos e ndo toxicos.

A correlagdo in vitro — in vivo (IVIVC) deve ser determinada. Se for provada que
existe, esta etapa ndo precisard ser realizada para os demais compostos da mesma série
quimica. Compostos estaveis metabolicamente in vivo devem ter sua eficicia avaliada em
modelos in vivo da doenca de Chagas. Por fim, os compostos capazes de diminuir a
parasitemia em concentragdes baixas podem ser propostos como novos candidatos a

antichagasicos.
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