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RESUMO

BRAZ, C. A. Planejamento e desenvolvimento de novos compostos com atividade
frente a Leishmania spp: Sintese, avaliacdo da atividade e toxicidade de derivados 5-
nitro-2-furfurilidénicos e estudos de relagdes estrutura-atividade. 2021. 265p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2021.

A leishmaniose é uma zoonose de ampla distribuicdo mundial, causada pelos
parasitas tripanossomatideos do género Leishmania. Infelizmente, o arsenal terapéutico
disponivel é precario, mas vé-se crescente o interesse cientifico pela busca do potencial
de derivados nitroheterociclicos como alternativas terapéuticas. Nesse contexto, este
trabalho analisou o potencial de derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos contra diferentes
cepas de Leishmania, assim como investigou um possivel modo de acdo para esta classe
de nitrocompostos. Para tal, a quimioteca foi sintetizada de acordo com publicacdes
prévias do grupo. O potencial de inibicdo de crescimento das culturas de promastigotas
de L. (L.) infantum (Linf) e L. (L.) major (Lmaj) foi determinado, utilizando miltefosina
(MILT) (Linf - 1Cso: 8,28+0,33 uM), anfotericina B (AMB) (Linf - 1Cso: 0,02+0,002 uM)
e nifurtimox (NFX) (Lmaj - ICso: 3,5+0,09 pM) como referéncia. A maioria dos
compostos apresentaram maior potencial que as referénias, destacando o composto 40
(Linf - ICso: 0,240,019 pM/ Lmaj - ICsp: 0,087 £ 0,001 pM) como mais eficaz. Contra as
formas amastigotas intracelulares, para Linf os compostos 40, 13 e 15 foram mais eficazes
em reduzir a carga parasitaria dos macrofagos infectados que farmacos de referéncia. Para
Lmajor, o composto 40 (ICso: 0,006 £ 0,0003 uM) foi mais ativo que o0 NFX (I1Cso: 2,15
+ 0,01 pM). Também foi determinada a atividade da quimioteca frente a enzima
nitrorredutase (NTR1), utilizando cepas de T. brucei superexpressantes de NTR1, e os
compostos analisados foram até 18 vezes mais eficazes que a cepa wild-type. Ademais, a
partir da analise exploratdria de dados por analise de componentes principais (PCA) e de
grupamentos hierarquicos (HCA), foi reconhecida a influéncia das propriedades
relacionadas com o equilibrio hidrofilo-lipofilo e da natureza estérica/geométrica das

moléculas para atividade anti-Leishmania.

Palavras chave: Leishmania, nitrocompostos, promastigota, amastigota,

nitrorredutase, analise exploratoria de dados.



ABSTRACT

BRAZ, C. A. Design of new compounds against Leishmania spp: synthesis, biological
evaluation and toxicity of 5-nitro-2-furfurylidene derivates and structure-activity
relationship studies. 2021. 265p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

Leishmaniasis is a worldwide zoonosis caused by trypanosomatid parasites of the
genus Leishmania. Unfortunately, the available therapeutic arsenal is precarious, but
there is growing scientific interest in searching the potential of nitroheterocyclic
derivatives as therapeutic alternatives. In this context, this work analyzed the potential of
5-nitro-2-furfurylidene derivatives against different Leishmania strains, as well as
investigated the potential mode of action for this nitro compounds class. To this end, the
chemolibrary was synthesized according to our group's previous publications. The growth
inhibitory potential potential for promastigote cultures of L. (L.) infantum (Linf) and L.
(L.) major (Lmaj) was determined using miltefosine (MILT) (Linf - 1Cso: 8.28+0.33 uM),
amphotericin B (AMB) (Linf - ICsp: 0.02+0.002 pM) and nifurtimox (NFX) (Lmaj - 1Cso:
3.5+0.09 uM) as reference. Most of the compounds were more potent than the references,
highlighting compound 40 (Linf - 1Cso: 0.2+£0.019 pM/ Lmaj - IC50: 0.087 + 0.001 puM)
as the most effective. Against intracellular amastigote, for Linf, compounds 40, 13 and
15 were more effective in reducing the parasite load of infected macrophages than
reference drugs. For Lmajor, compound 40 (ICso: 0.006 = 0.0003 tM) was more active
than NFX (ICso: 2.15 + 0.01 pM). The activity against nitroreductase (NTR1) enzyme
was determined using overexpressing NTR1 mutant T. brucei strains, and the analyzed
compounds were up to 18 times more effective than wild-type. Furthermore, exploratory
data analysis using principal component analysis (PCA) and hierarchical clustering
(HCA) methods were used. The influence of properties related to the hydrophilic-
lipophilic balance and the steric/geometric nature of the molecules was associated with

the anti-Leishmanial activity.

Keywords:  Leishmania, nitrocompounds, promastigotes, amastigotes,

nitroreductases, exploratory data analysis.
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CCso: Concentragéo testada correspondente a 50% de inibic¢éo do crescimento das células
THP-1.
CHELPG: Charges from electrostatic potential using a grid based method (Cargas de
potencial eletrostatico)
ClogP: Coeficiente de particdo octanol/agua calculado (método de pesos)
ClogD: Coeficiente de particdo aparente
CP: Controle positivo
CS: Controle de meio de cultura com DSMO - controle de solvente
CSP: Controle de crescimento da suspensdo parasitaria
CM: Controle de meio — branco
DND:i: Drug for Neglected Disease
DO: Densidade 6ptica
DP: Desvio-padrédo
FMN: Mononucleotideo de flavina
Gap: Diferenca entre HOMO e LUMO (HOMO-LUMO)
HCA: Analise hierarquica de agrupamentos (Hierarquical cluster analysis)
HOMO: Orbital molecular ocupado de maior energia (highest occupied molecular
orbital)



HTS: triagem de alta produtividade (high throughput screening)

IC 95%: Intervalo de confianca de 95%

IC (%): Porcentagem de inibic&o de crescimento

ICso: Concentracdo que corresponde a 50% de inibi¢do do crescimento dos parasitas.
IS: indice de seletividade

IS’: indice de similaridade utilizado nos dendrogramas resultandes da HCA
LM: Leishmaniose mucocutanea

LOMO: Orbital molecular desocupado de menor energia (lowest unoccupied molecular
orbital)

LV: Leishmaniose visceral

LT: Leishmaniose tegumentar

MEP: Mapa de potencial eletrostatico

MM+: Campo de forca derivado do MM2

NEQ: Novas entidades quimicas

NTR: Nitrorreductases

PAC: Perfil de amostragem conformacional

PBS: Phosphate-buffered saline (tampdo salino fosfatado)

PC: Componente principal (principal component)

PCA: Andlise de componentes principais

PM3: Parametric method 3

PSA: Area de superficie polar

R: Coeficiente de correlacdo de Pearson

RB: Ligacdes rotaveis

RM: Refratividade molar

RMN 1H e 13C: Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono 13
SAR: Relagéo estrutura-atividade (structure-activity relationship)

vvdW: Volume de van der Waals
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1 FUNDAMENTAGAO TEORICA
1.1 Leishmaniose
1.1.1 Leishmania spp: caracteristicas morfoldgicas e ciclo evolutivo

A leishmaniose é uma doenga infecciosa, ndo contagiosa, causada por diferentes
espécies de protozoarios incluidos na familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastidae,
género Leishmania e subgénero Leishmania e Viannia. S80 organismos parasitas
intracelulares obrigatérios das células do sistema fagocitico mononuclear, macréfagos,
principalmente. Clinicamente, traduzem-se em parasitose complexa e diversificada, com
diversas espécies de parasitas que podem ser transmitidas para o ser humano pelo inseto
flebotomineo (HANDLER et al., 2015).

Também conhecidos como “mosquito-palha” e “tatuquira”, os flebotomineos sao
hospedeiros naturais de VAarios micro-organismos e se comportam como vetores
(hospedeiros invertebrados) dos agentes etioldgicos responsaveis pela leishmaniose.
Pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, esses
pequenos insetos, raramente maiores que 3 mm, apresentam coloragdo amarelada, corpo
pequeno e piloso, asas que se mantém eretas sobre o corpo em formato de “V”
caracteristico quando posados e voo saltitante. Os insetos adultos de ambos os sexos se
alimentam dos acucares de plantas, entretanto as fémeas apresentam habitos
hematofagicos, necessarios para a maturacdo dos ovos. Em geral, os flebotomineos séo
altamente suscetiveis a desidratacdo, portanto, costumam se alimentar durante o
crepusculo e a noite, abrigando-se durante o dia (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017;
VILELA et al., 2014).

Os vetores dipteros podem ser pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia,
distribuidos geograficamente pelo Velho e Novo Mundo, respectivamente. Existem cerca
de 400 espécies do subgénero Lutzomyia nas Américas, dentre as quais 20 sdo
consideradas vetores comprovados do parasita. No Brasil, as principais espécies
transmissoras sdo Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia,
Lu. Wellcomei, Lu. Migonei e Lu. Longipalpis. Vale ressaltar, que a espécie Lu.
Longipalpis se constitui como o principal vetor para a leishmaniose visceral, a forma mais
letal da doenca (BRASIL, 2017a; SANTOS et al., 2019).

Quanto ao seu ciclo evolutivo, o parasita apresenta duas formas morfoldgicas
principais: a forma promastigota, encontrada de forma extracelular no trato digestor dos

hospedeiros invertebrados, e a forma amastigota, de vida intracelular obrigatoria,
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encontrada principalmente dentro do fagolisossomos, estrutura formada pelo lisossoma e
fagossoma, presente nos hospedeiros vertebrados (Figura 1) (REY, 2008; RODRIGUEZ
etal., 2018).

As formas promastigotas se desenvolvem em diferentes regies do trato intestinal
do flebotomineo. Dessa forma, a diferenciacdo entre os subgéneros Leishmania e Viannia
se da justamente pela localizacdo no intestino em que ocorre o desenvolvimento dos
parasitas. Os parasitas do subgénero Viannia se desenvolvem no intestino posterior e
migram para o intestino médio e anterior do inseto. Em relacdo ao subgénero Leishmania,
0s promastigotas se desenvolvem somente entre o intestino médio e o anterior
(AKHOUNDI et al., 2016; LAINSON, 2010). Dessa maneira, ainda no intestino do vetor,
0 parasita passa por varios estagios morfoldgicos até se transformar em promastigotas
metaciclicos, a forma infecciosa da Leshmania (ANVERSA et al., 2018; BATES;
ROGERS, 2004).

Quanto a morfologia, os promastigotas apresentam forma alongada, com um longo
flagelo livre que emerge da regido anterior do parasita, e extremidade posterior afilada.
Podem apresentar tamanho variavel entre 1,5 e 3 um de largura e entre 16 e 40 um de
comprimento. Apresentam nucleo arredondado, localizado na regido mediana da célula
com o cinetoplasto localizado na extremidade anterior do nucleo, préximo a bolsa
flagelar. A forma amastigota, por sua vez, apresenta formato ovoide, com flagelo curto e
internalizado, com tamanho que varia de acordo com a espécie do parasita, nucleo
arredondado, que ocupa um ter¢o do corpo do amastigota, e cinetoplasto, localizado
préximo a bolsa flagelar (CDC, 2015; SILVA et al., 2014).

O cinetoplasto é uma estrutura caracteristica de tripanossomatideos da ordem
Kinetoplastidae e apresenta aspecto baciliforme, reto ou curvado, posicionado proximo a
base do bolso flagelar, presente nas formas promastigotas e amastigotas do parasita (REY,
2008). A estrutura se constitui de grande massa de DNA fibrilar (KkDNA) mitocondrial,
que representa 30% do DNA total da celula e é responsavel por desempenhar funcdes
relacionadas a respiracdo celular, condicdo vital para sobrevivéncia do parasita
(CAVALCANTI; DE SOUZA, 2018).
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Figura 1. Representacdo esquematica da ultraestrutura das fases
evolutivas de amastigota (A) e promastigota (B) de Leishmania.

N — ndcleo; K — cinetoplasto; M — mitocondria; RE — reticulo endoplasmético; mt —
microtubulos; G — aparelho de Golgi; L — lisossoma; B — corpUsculo basal e F — flagelo.
Fonte: Rey (2008)

Quanto ao ciclo bioldgico, as espécies de Leishmania necessitam de dois tipos de
hospedeiros para o seu desenvolvimento. Os fleb6tomos se comportam como hospedeiros
invertebrados e os hospedeiros vertebrados incluem os seres humanos, cdes e animais
silvestres. As formas promastigotas presentes nas glandulas salivares das fémeas
infectadas dos vetores sdo inoculadas, durante a hematofagia, nos hospedeiros
vertebrados.

Apbs a fagocitose dos parasitas pelas células do sistema mononuclear do
hospedeiro (neutrdfilos, macréfagos e células dendriticas), a transformacdo da forma
promastigota em amastigotas ocorre no interior do vacuolo parasitoforo dessas celulas.
Ja no interior dos macrofagos, a Leishmania, entdo na forma amastigota, comporta-se
como parasita intracelular obrigatorio e se reproduz por divisdo binaria dentro das células.
Essa variante é a forma responsavel pelas infeccGes e pode ocasionar lesGes cutaneas e
viscerais aos hospedeiros vertebrados. Se os hospedeiros infectados sdo novamente
picados pelo flebotomineo, os parasitas sdo transferidos para o intestino do inseto,
transformando-se, novamente, em promastigotas, enquanto se preparam para novas
infeccdes (CDC, 2020).
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1.1.2 Epidemiologia e caracteristicas clinicas da doenca

A leishmaniose é uma zoonose primaria que apresenta como reservatorio o cdo
silvestre, as raposas e 0s marsupiais. Em ambientes peridomesticos, o cdo doméstico
passa a ser o principal reservatorio e grande fonte de transmissdo de Leishmania nas
Américas. Além disso, humanos também funcionam geralmente como reservatorio
secundario, a ndo ser em paises com situacdo de transmissdo antroponotica, isto &,
situacdo em que a transmissao ocorre de pessoa para pessoa, assim, nesse caso, 0S seres
humanos passam a se constituir como o principal reservatorio para o vetor flebotomineo.
Tais situacdes de transmissdo sdo encontradas em paises como a India e o leste da Africa
(CONCEICAO-SILVA; FATIMA CONCEICAO-SILVA, 2014; TABBABI, 2019).

A leishmaniose apresenta duas manifestagdes clinicamente distintas, a
leishmaniose tegumentar (LT) e a visceral (LV), esta também conhecida como calazar. A
LT ainda pode se desdobrar em manifestagdes clinicas mais severas, sendo classificada
como leishmaniose mucocutanea/mucosa (LM). A forma clinica tegumentar é a forma de
acometimento mais prevalente da doenca e a forma visceral, a mais grave, pode ser fatal
se ndo tratada (VASIEVICH et al., 2016; WHO, 2016a).

Classificada como doenga negligenciada, assim como a maléria, a doenca de
Chagas, a dengue e outras (DNDi, 2014), a leishmaniose é considerada pela Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) como uma das seis mais importantes endemias do mundo,
devido ao alto coeficiente de deteccdo, além da capacidade de produzir deformidades
importantes (BRASIL, 2014). No Brasil, a diversidade de biomas e climas decorrente da
ampla extensdo territorial aliada a situacdo de iniquidade social e urbana, tornam a
populacdo altamente vulneravel a doencas parasitarias (BRASIL, 2019).

Dessa maneira estima-se que, atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em
areas endémicas, em mais de 98 paises, com risco de contrair a doenga. Cerca de 1 milhdo
de casos séo reportados anualmente, sendo cerca de 90 mil casos de LV e 600 mil a 1
milhdo de LT. Em 2017, o Brasil foi o pais mais afetado na América Latina, pois reportou
cerca de 4.297 novos casos de LV (WHO, 2020).

A maioria dos casos de LT acontece nas Américas, Asia, Mediterraneo e Oriente
Médio. Em 2018, 85% dos novos casos de LT aconteceram no Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Bolivia, Colombia, Ird, Iraque, Paquistdo e Tunisia. Quanto a LV, 0s casos se
concentram principalmente no Brasil, india e leste da Africa (WHO, 2019, 2020).

Nas Ameéricas, foram reportados cerca de 900 mil casos de leishmaniose tegumentar

e mucocutaneantre 2001 e 2017 e cerca de 60 mil casos de LV. Entre os paises endémicos,
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0 Brasil retne o maior nimero de casos da doenca (PANAMERICAL HEALTH
ORGANIZATION; ORGANIZATION, 2019). Segundo o Ministério da Salde, nas
ultimas duas décadas, somaram-se 48.455 casos de LV, que ocorreram, principalmente,
na Bahia, no Ceara, no Maranhdo e no Piaui (BRASI, 2014a).

No pais, a leishmaniose se tornou um problema crescente de saude publica. A
doenca que apresentava outrora um carater rural agora vem se expandindo para areas
urbanas de médio e grande porte, apresentando ampla distribuicdo geografica nas regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (MADALOSSO et al., 2012; WERNECK,
2014). Inclusive, ambas as formas de leishmaniose estdo incluidas na Lista Nacional de
Notificacdo Compulsoria de doencas, agravos e eventos de satde publica do Ministério
da Saude, tendo casos reportados em todos os estados do pais (BRASIL, 2020).

Conforme as mudancas do habitat natural das espécies envolvidas no ciclo de
transmissdo da leishmaniose e o processo de urbanizacdo, fatores agravantes foram
agregados a doenca. Entre eles, um terco dos individuos infectados sdo criangas com
menos de dois anos, que rapidamente desenvolvem o quadro grave com elevados niveis
de complicacdes, como infec¢bes bacterianas e outras consequéncias (COSTA; COSTA,
2014; LAULETTA; CUNHA; QUEIROZ, 2016).

A forma clinica da doenca humana varia, sobretudo, de acordo com a regido
geogréfica, envolvendo diferentes espécies vetores, reservatorios e espécies de
Leishmania, tanto do subgénero Viannia quanto do subgénero Leishmania. Mais de 50
espécies de Leishmania foram identificadas mundialmente e, entre elas, as espécies
causadoras de LV sfo L. (L.) donovani na india e na Africa Oriental e L. (L.) infantum
nas demais regides. Na Europa, Asia e Africa as espécies responsaveis pelos casos de LT
sdoas L. (L.) major, L. (L.) tropicae L. (L.) infantum (SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA,
2020; WHO, 2016b).

Além das espécies de Leishmania identificadas no chamado “Velho Mundo”, no
Brasil sdo atualmente reconhecidas 8 espécies do parasita que apresentam relevancia
médica. As espécies do parasita sdo pertencentes ao subgénero Viannia (V) e Leishmania
(L), que séo as: L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi e L. (L.) infantum (Tabela 1)
(ANVERSA et al., 2018; BRASIL, 2017; STEVERDING, 2017).
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Tabela 1. Espécies de Leishmania causadoras da leishmaniose no Brasil.

Leishmaniose Tegumentar ) )
_ _ _ Leishmaniose
Cutanea Cutanea Cutanea )
) ) ) Mucosa ) Visceral
localizada disseminada difusa
L. (V) N L. (V) L. (L) :
o L. (V.) braziliensis o L. (L.) infantum
braziliensis braziliensis amazonenses
L. (L. L. (L.
“) ) L. (L.) amazonensis “)
amazonensis amazonenses
L. (V) L. (V)
guyamensis* guyanensis*
L. (V.) lainsoni*
L. (V)
lindenbergi*
L. (V.) shawi*
L. (V.) naiffi*

* Espécies menos frequentes.
Fonte: ANVERSA et al., 2018; BRASIL, 2014, 2017.

O Brasil é considerado o pais com maior prevaléncia de casos de leishmaniose
visceral e tegumentar das Ameéricas, além de apresentar a maior variedade de espécies
dermotrdpicas. As principais espécies responsaveis pelas manifestacdes clinicas da LT
em humanos séo: L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyamensis (BRASIL,
2017). Além delas, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.)
lindenbergi que sdo menos frequentemente isoladas de pacientes com LT, principalmente
nas regides do Norte e Nordeste do pais (ANVERSA et al., 2018; GUIMARAES-E-
SILVA et al., 2017).

A leishmaniose visceral em humanos no Brasil e nas Américas, por sua vez, é
causada pela espécie Leishmania (L.) infantum (BRASIL, 2014; WHO, 2018). O parasita
foi previamente identificado como uma nova espécie denominada de Leishmania (L.)
chagasi, mas que a partir de investigacOes subsequentes reportadas na literatura, €,
atualmente, considerado sindnimo para L (L.) infantum. A L. (L.) chagasi foi primeiro
reportada como agente causador da leishmaniose visceral nas Américas por Cunha e
Chagas (CUNHA; CHAGAS, 1937), mas, ap0s estudos de comparacdo do material
genético de cepas isoladas na América do Sul com cepas de L. (L.) infantum isoladas de
areas endémicas do Mediterraneo, foi demonstrado que ambas s&o indistinguiveis
(BENCHIMOL, 2020; MAURICIO et al., 1999; STEVERDING, 2017).
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Como mencionado, as manifestagcdes clinicas das leishmanioses dependem das
diferentes espécies do parasita envolvidos. De maneira que, ndo sé apresentam diferencas
entre as infecgbes que ocorrem nas Américas, Europa, Africa e Asia, como também o
curso da infeccdo pode ser definido por uma série de fatores relacionados ao parasita, ao
vetor e ao hospedeiro (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; WHO, 2020).

Fatores relacionados ao vetor dependem da sua competéncia vetorial, isto €, fatores
fisiologicos e bioquimicos dos flebotomineos que influenciam na sobrevivéncia do
parasita no interior do tubo digestorio dos insetos. (RANGEL et al., 2018; VILELA et
al., 2014). A populacdo de flebotomineos também é fortemente afetada pelas mudancas
climéticas, como alteracBes de temperatura, umidade e precipitacdo pluviais; o que
influencia sua distribuicdo, seu metabolismo e as interagdes parasita-vetor. De fato, no
Brasil observa-se maior distribuicdo geogréafica dos casos de leishmaniose tegumentar e
visceral devido as mudancas de comportamento dos vetores. Acredita-se que esse
fendmeno ocorre devido a expansdo desordenada das cidades que agora ocupam o habitat
natural dos insetos, o que resulta na urbanizagdo do vetor e, consequentemente, na
disseminacédo da doenca (ROMA et al., 2017; SHAW; RANGEL, 2018).

Entre os fatores relacionados ao parasita, podemos destacar a viruléncia da espécie
envolvida, a forma evolutiva e a concentracdo inicial inoculada de promastigotas
metaciclicos na picada do vetor infectado (CONCEICAO-SILVA; LEITE-SILVA,
MORGADO, 2018; CONCEICAO-SILVA; MORGADO, 2019). Além disso, a
sobrevivéncia e a persisténcia da Leishmania no organismo dependem de diversos
mecanismos de escape do sistema imune inato e adaptativo do hospedeiro. Entre eles, a
inibicdo da cascata de ativacdo do sistema complemento, um dos primeiros fatores da
resposta imune que interagem com o parasita. O parasita € capaz de evitar a lise por meio
das glicoproteinas e acucares (lipofosfoglicano — LPG e gp63) presentes em sua
membrana (McCONVILLE MJ, SCHNUR LF, JAFFE C et al., 1995).

Estdo relacionados aos fatores competentes ao hospedeiro o estado nutricional,
comorbidades, faixa etéria e a habilidade do sistema imune em responder adequadamente
a presenca do parasita (CONCEICAO-SILVA; LEITE-SILVA; MORGADO, 2018;
CONCEICAO-SILVA; MORGADO, 2019). Em casos de leishmaniose visceral,
pacientes com AIDS que ja se encontram em estado imunocomprometido podem
apresentar a parasitose como uma infeccdo oportunista, j& que ambas as doencas
compartilham do mesmo mecanismo imunopatolégico, ou seja, através do

comprometimento das células dendriticas e macrofagos. Em casos de coinfec¢do HIV-
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Leishmania os pacientes apresentam rapida progressdo de ambas as doencas com
diminuicdo da expectativa de vida (LAULETTA; CUNHA; QUEIROZ, 2016).

Sabendo disso, a classificacdo das diversas formas de LT é baseada no quadro
clinico e aspecto morfologico das les@es, que, por sua vez, sofrem influéncia da resposta
imune do hospedeiro. Em humanos, a LT apresenta um espectro de formas clinicas que
pode se manifestar como lesdes cutdneas Unicas em areas localizadas, mdltiplas,
disseminadas e lesdes cutaneo mucosas (AZEREDO-COUTINHO; MENDONCA, 2014;
BRASIL, 2017a).

A forma cutanea clinica mais branda é a leishmaniose cutdnea localizada,
caracterizada por Ulceras (uma a dez) que se apresentam com bordas em moldura, de
coloracgdo rubra e alta parasitemia. Tais Ulceras se desenvolvem no local de inoculagdo
do parasito, em um periodo de incubacdo variavel entre quinze dias a trés meses. Tal
quadro clinico pode apresentar cura espontanea, decorrente da eficacia da resposta imune
do hospedeiro, além da resposta ao tratamento medicamentoso. A leishmaniose difusa
cuténea localizada pode evoluir para cura clinica em até 95% dos casos (HASHIGUCHI
etal., 2016).

Uma das formas clinicas da leishmaniose tegumentar pode apresentar a forma
anérgica, isto é, caracterizada por auséncia da resposta imune especifica e producdo de
antigenos. A leishmaniose difusa é uma rara manifestacdo da leishmaniose, caracterizada
por lesdes nodulares disseminadas, sem ulceracdo, porém com alta parasitemia, isto €,
rico em formas amastigotas. A leishmaniose difusa, inclusive, era inicialmente
confundida com hanseniase virchowiana (SILVA, 1970), devido ao teste negativo
baseado na producdo de antigenos, conhecido como teste intradérmico de Montenegro
(HASHIGUCHI et al., 2016).

A leishmaniose disseminada ocorre quando a infeccdo se desenvolve de forma
atipica, acarretando manifestacdo cutanea bem mais severa. Caracteriza-se pela presenca
de multiplas lesbes, em geral, em mais de uma dezena, podendo chegar a centenas,
distribuidas pelo corpo do hospedeiro (HASHIGUCHI et al., 2016).

A leishmaniose mucosa, por sua vez, pode ser caracterizada por forte resposta pro-
inflamatoria (forma hiperégica) e é considerada uma das formas mais graves da doenca,
causada pela reativagdo da infeccéo latente em geral, alguns anos apds a leséo cutanea
primaria. A doenca é associada a resposta inflamatoria intensa do hospedeiro e segue um

percurso crénico, causando lesGes nos labios, palato mole e partes moles do nariz,
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podendo produzir uma doenca inflamatéria fatal (AZEREDO-COUTINHO;
MENDONCA, 2014; BRASIL, 2017a).

As manifestagdes clinicas associadas com a LV, forma mais grave da doenca,
demonstra sintomatologia varidvel e, em casos de falta de diagndstico e tratamento
adequados, pode evoluir para 6bito em quase 100% dos casos. A LV apresenta periodo
de incubacdo entre 10 dias e 24 meses e caracteriza-se pela proliferacdo dos parasitas
preferencialmente em &rgdos e visceras do sistema linfo-hematopoiético (figado,
ganglios, baco e medula 6ssea), podendo estar presente em outros 6rgdos, como rim e
pulmé&o. Os sintomas caracteristicos da doenca sdo perda de peso, febre diaria, anemia,
hemorragia, mucosas coradas e distensdo abdominal causadas pela hepato-
esplenomegalia (ANVERSA et al., 2018). O O6bito na fase avancada da doenca é
decorrente do quadro geral de pancitopenia, isto é, diminuicdo das trés linhagens de
células sanguineas (anemia, leucopenia e plaquetopenia), alteracdes do sistema de
coagulacdo (hemorragias) e supressao da resposta imune. Tais fatores sdo responsaveis
pelas complicagcdes comumente associadas as infeccdes bacterianas bronco-pulmonares
e intestinais (BRASIL, 2020a; COSTA; COSTA, 2014).

Dependendo da resposta imune do hospedeiro, a LV pode se manifestar de forma
assintomatica, ou seja, caracterizada pela auséncia de sintomatologia, mas com sorologia
positiva para Leishmania. Em contraste, a LV oligossintomatica esta relacionada com um
quadro clinico discreto, de curta duracdo que frequentemnte evolui para cura espontane
da doenca; caracterizada por apresentar sintomas leves, como febre, e pequeno grau de
hepatomegalia e/ou esplenomegalia. A forma cléssica da doenca é marcada por
hepatoesplenomegalia volumosa, febre, entre outros, além do comprometimento do
estado geral (BRASIL, 2014; CHAKRAVARTY et al., 2019).

E importante notar que os programas de controle da leishmaniose no Brasil sdo
baseados nas seguintes atividades: combate ao vetor flebotomineo, diagndstico
laboratorial eficaz, eliminacdo do reservatério doméstico infectado e diagndstico e
tratamento precoces (BRASIL, 2020a). O tratamento medicamentoso recomendado é
disponibilizado no &mbito do SUS e compbe a Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (Rename). Desse modo, compete ao Ministério da Saude o financiamento, a

aquisicdo e a distribuicdo dos medicamentos para essa finalidade (BRASIL, 2020b).
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1.2 Terapia medicamentosa

O tratamento medicamentoso de uma doenca infeciosa tdo diversa como a
leishmaniose é delicado. Tal parasitose € capaz de acometer populacdes geneticamente
diversas, em diferentes regiGes do planeta e esta suscetivel a diferentes perfis de resposta
imune. Além disso, atinge também popula¢es com diferente acesso a salde e com
questBes intrinsecas particulares, como ma nutricdo e comorbidades, sem mencionar a
influéncia da variabilidade de espécies existentes do parasito, o que ocasiona diferentes
perfis de manifestacbes clinicas e, consequentemente, diferentes abordagens
medicamentosas (SCHUBACH; SILVA, 2014).

Dessa forma, para o tratamento de leishmanioses no Brasil, a OMS e o Ministério
da Saude (MS) recomendam a aplicacdo do esquema medicamentoso composto pelos
farmacos antimoniais pentavalentes como farmacos de primeira escolha contra todas as
manifestagdes clinicas da leishmaniose. Os farmacos considerados de segunda escolha no
Brasil sdo a anfotericina B, pentamidinas e imunomoduladores (BRASIL, 2014b) (Figura
2). O tratamento medicamentoso apresenta duracdo de até 20 dias para a forma cutanea
e, para a forma visceral, de até 40 dias. O critério de cura para todos os tratamentos €
clinico, a partir da observacdo do desaparecimento dos sintomas. Inclusive, os protocolos
preconizam o acompanhamento do paciente por 12 meses apds o tratamento, a fim de

garantir eliminacdo completa dos sintomas (WHO, 2010).
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Figura 2. Farmacos utilizados na terapéutica de leishmanioses.
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1.2.1 Antimoniais pentavalentes e pentamidina

Recomendados pelo Ministério da Saude (MS) como farmaco de primeira escolha
para o tratamento tanto de LT e LV, os farmacos antimoniais pentavalentes (Sb"), como
0 estibogluconato de sddio (Pentostan®) e o antimoniato de N-metil-glucamina
(Glucantime®), sdo ainda considerados os mais eficientes para o tratamento de
leishmanioses.

Esses farmacos sdo considerados leishmanicidas porque inibem a glicolise e a
oxidacgéo de &cidos graxos, os quais reduzem a producéo de adenosina-trifosfato (ATP)
das formas amastigotas de Leishmania (BRASIL, 2014, 2017a). Apesar do mecanismo
de acdo do antimdnio ndo ser ainda completamente esclarecido, acredita-se que a eficacia
esteja relacionada com a conversao da forma pentavalente em trivalente do farmaco, o
que permite atravessar a membrana celular do hospedeiro, bem como do fagolisossoma,
alcancando, dessa forma, os amastigotas intracelulares (SCHUBACH; SILVA, 2014).
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Esses farmacos sdo contraindicados para pacientes com cardiopatia, nefropatia e
hepatopatia devido aos seus efeitos adversos. Apesar disso, 0s antimoniais séo eficazes
em até 90% dos tratamentos, com exce¢do para casos de leishmaniose cutanea difusa
(ANVERSA et al., 2018; BARRETT; CROFT, 2012).

Casos insurgentes de resisténcia a terapia com antimoniais sdo comuns em varios
paises. Na India, por exemplo, foi relatado que mais de 60% dos pacientes n&o respondem
mais a terapia contra leishmaniose visceral causada por L. (L.) donovani. Seu uso,
consequentemente, ndo é mais recomendado na regido (IMAMURA et al., 2016; PONTE-
SUCRE et al., 2017). Apesar de sua eficacia continuar alta nas demais regides do mundo,
na Ameérica Latina a insurgéncia de novos casos de resisténcia a terapia comeca a ser
relatada. Rugani e colaboradores isolaram cepas de L. (V.) brazilienses, agente etioldgico
mais comum causadores de LT e LM no Brasil, que apresentavam resisténcia in vitro aos
antimoniais (RUGANI et al., 2018). Acredita-se que 0s casos crescentes de resisténcia
estdo relacionados as regiGes de prevaléncia antroponoética, o alto nivel de infeccéo,
portanto, facilita a selecdo de cepas resistentes e as dificuldades relacionadas ao
tratamento (toxicidade, longa duracdo e alto custo) (ULIANA; TRINCONI; COELHO,
2017).

As pentamidinas sdo farmacos pertencentes as diamidinas aromaéticas, utilizadas
como segunda escolha para pacientes que ndo respondem a terapia com a utilizacdo de
antimoniais ou anfotericina B, notadamente em regifes endémicas, especialmente india,
Suriname e Guiana Francesa (BRASIL, 2017a). Dessa maneira, as limitacdes do
tratamento estéo relacionadas aos efeitos adversos apresentados, sendo contraindicados
no caso de gestacdo, aleitamento, criangas menores de 1 ano, pacientes com diabetes
mellitus, pacientes com insuficiéncia renal, hepatica e doencas cardiacas (BRASIL,
2017a). Estudos indicam que em regides endémicas da india, em que as pentamidinas
foram utilizadas como farmacos de segunda escolha, os casos de eficacia ao tratamento
diminuiram de 95% para 70% apés o periodo de uma década, o que indica o
surgimento de cepas resistentes nesta regido-(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

1.2.2 Anfotericina B

A anfotericina B é um antibiético macrociclico considerado como farmaco de
segunda escolha para o tratamento de LV e LT e primeira escolha para aqueles que ndo
respondem ao tratamento com antimoniais, ou ainda, ndo toleraram seu uso prolongado

pela via parenteral (BRASIL, 2014, 2017a). Esse antibiotico é formulado na forma de
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desoxicolato (Fungizone®) e normalmente é utilizado para combater infecc¢des fungicas,
mas apresenta alta eficacia contra casos de LV e LT (ROMERO et al., 2017).

O mecanismo de agdo da anfotericina B envolve a formagdo de poros na membrana
plasmatica do parasita, alterando o balanc¢o iénico e causado a morte celular. O farmaco
apresenta efeito seletivo sobre as formas promastigotas e amastigota, devido a presenca
do esterol predominante nas membranas do parasita, o ergosterol. Em contrapartida, nos
mamiferos, o colesterol é o lipidio predominante nas membranas celulares
(SANGSHETTI et al., 2015).

No Brasil, o Ministério da Saude dispensa para tratamento de leishmaniose
tegumentar e visceral o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B lipossomal
(Ambisome ®) (BRASIL, 2017a). Ambas as apresentagdes se mostraram eficazes
inclusive em cepas resistentes aos antimoniais. A apresentacdo lipossomal melhora a
biodisponibilidade e as propriedades farmacocinética do medicamento, diminuindo a
toxicidade e as reacBes adversas e apresentando o melhor indice terapéutico entre os
farmacos da terapia atual (BALASEGARAM et al., 2012). Nesse sentido, a anfotericina
B lipossomal é indicada para pacientes que desenvolveram complicacGes devido ao
tratamento prolongado com antimoniais ou outras patologias graves.

A Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) preconiza uma Unica dose de anfotericina
B lipossomal para pacientes com LV. Tal esquema tenta contornar as limitagfes do
tratamento convencional, que requer internacdo hospitalar ou regime de hospital-dia, 0s
efeitos adversos consideraveis do desoxicolato e o alto custo da terapia com as
formulagdes lipidicas (PONTE-SUCRE et al., 2017; SUNDAR et al., 2015). Porém o
esquema de dose Unica pode aumentar a emergéncia de casos de resisténcia a terapia.
Apesar de baixo risco, casos de falha na terapia ja sdo relatados em casos de coinfec¢édo
com HIV e em pacientes imunossuprimidos (EICHENBERGER et al., 2017; MORIZOT
et al., 2016), bem como em regides endémicas da India (PURKAIT et al., 2012;
SRIVASTAVA et al., 2011).

1.2.3 Miltefosina

A miltefosina, apesar de ainda ndo disponibilizada no Brasil, € o primeiro farmaco
reconhecido para o tratamento de leishmaniose para administragéo por via oral (BRASIL,
2016). Desde 2002, o farmaco foi registrado para o tratamento de LV na india como sendo
0 medicamento de primeira escolha e apresentou, inicialmente, resultados promissores

(SUNDAR et al., 2002). Ensaios clinicos no Brasil indicam que a miltefosina apresenta
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eficacia comparavel com os antimoniatos pentavalentes, atualmente considerados como
farmacos de primeira escolha para infecgbes contra L. (V.) brasilienses e L. (L.)
guyamensis (BRASIL, 2016). A importancia do uso de um farmaco disponivel em
formulacéo oral se destaca, principalmente, para regifes de dificil acesso a salde, o que
contribui para adesdo e consequente sucesso do tratamento.

Apesar dos efeitos adversos apresentados (efeitos gastrointestinais, como nauseas,
vOmitos e diarreia, além das propriedades teratogénicas apresentados pelo farmaco
(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006)), o uso da miltefosina representa um grande
avanco na terapéutica das leishmanioses. Infelizmente, apds uma década de uso na india,
a miltefosina vem apresentando aumento na falha da terapia (SUNDAR et al., 2012).
Além disso, casos de resisténcia & miltefosina também vém sendo reportados na india em
relacdo a LV (SRIVASTAVA et al., 2017).

Desenvolvido como farmaco antineoplasico, a miltefosina € um analogo de
alquilfosfocolinas que interfere na composicdo da membrana celular do parasita, inibindo
0 metabolismo de fosfolipideos por afetar a sintese de fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina (MOLLINEDO, 2014; RAKOTOMANGA et al., 2007). Apesar da
eficacia apresentada, a principal preocupacdo relacionada ao uso disseminado da
miltefosina, além do potencial teratogénico, é o elevado tempo de meia vida do farmaco
em humanos que varia de 150 a 200 horas (KIP et al., 2018). Dessa forma, a presenca de
niveis subterapéuticos do farmaco durante semanas apds o tempo padréo do tratamento,
pode levar a emergéncia de cepas resistentes em regibes em que a miltefosina é
amplamente utilizada (PONTE-SUCRE et al., 2017).

Tal risco ¢ evidenciado pela facil geragdo in vitro de cepas de L (L.) amazonensis
(COELHO et al., 2014) e L. (L.) donovani (SHAW et al., 2016) resistentes a miltefosina,
por meio da utilizacdo de simples método de aumento gradual da concentracdo do
farmaco e, assim, da selecdo dos parasitas resistentes. Além disso, esse fenbmeno é
reforcado pelos achados clinicos referentes ao isolamento de cepas de Leishmania
naturalmente resistentes a miltefosina, encontrados em areas endémicas, como India e
Brasil (CARNIELLI et al., 2019; SRIVASTAVA et al., 2017).

A resisténcia do parasita ao tratamento com miltefosina esta associada a diminuigéo
do acumulo do farmaco nas células, relacionado com a diminuigdo da captagéo interna
do farmaco para as celulas (uptake) ou aumento do efluxo. Entre as causas comprovadas,
podem ser destacadas o aumento de efluxo mediado pela super expressdo das proteinas
transportadoras ABC (CASTANYS-MUNOZ et al., 2008), a inativagdo do transportador
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putativo de miltefosina (Leishamnia miltefosine transporter - LMT) (PEREZ-
VICTORIA; CASTANYS; GAMARRO, 2003) e/ou sua subunidade beta LRos3
(MONDELAERS et al., 2016; PEREZ-VICTORIA et al., 2006).

O complexo LMT/Ros3 se encontra na membrana plasmatica dos parasitas e €
responsavel pela translocacdo de fosfolipideos do meio exoplasmatico para o citoplasma
da Leishmania. MutagBes nesse complexo de proteinas resultam na diminuicdo da
captacdo, no aumento do efluxo e no metabolismo acelerado do fa&rmaco, o que resulta na
diminuicdo da suscetibilidade dos parasitas a miltefosina (PONTE-SUCRE et al., 2017).
Inclusive, a deteccdo de mutacdo ou delecdo desses genes sao utilizadas como marcadores
de resisténcia em isolados clinicos de pacientes que apresentam falha terapéutica
relacionados ao tratamento com miltefosina (SRIVASTAVA et al., 2017).

1.2.4 Terapias alternativas

A paromomicina é um antibiotico aminoglicosideo utilizado no tratamento da LV,
na india, desde 2006, como alternativa em regibes endémicas, para pacientes com
contraindicacdo para os antimoniais ou, ainda, quando h& dificuldade de acesso ao
medicamento. Os efeitos adversos mais comuns séo dor no local da injecéo, ototoxicidade
e aumento reversivel das transaminases hepéaticas. Comparavel com a miltefosina, a
resisténcia a paromomicina pode ser induzida in vitro, como ja reportado para cepas de
L. (L.) donovani e L. (L.) infantum (HENDRICKX et al., 2015; JHINGRAN et al., 2009).

Sabe-se que o0s esquemas medicamentosos disponiveis sdo complexos, de alto custo
e, além da toxicidade, sdo frequentemente prescritos de maneira incorreta. Tais fatores
limitantes ao cenario terapéutico da leishmaniose contribuem para o abandono do
tratamento e 0 aumento dos casos de resisténcia (PELISSARI et al., 2011; ULIANA,;
TRINCONI; COELHO, 2017).

Ademais, também sdo tidos como limitantes a adesdo ao tratamento: as vias de
administracdo disponiveis, o tempo de tratamento prolongado, os efeitos teratogénicos
dos farmacos, a contra-indicacao para pacientes portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias e doenca de Chagas, a severidade dos efeitos adversos, principalmente
aqueles relacionados ao uso da anfotericina B (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006;
LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009; OLIVEIRA et al., 2011).

Atualmente, ndo existe um Unico tratamento eficaz para todas as espécies e
sindromes da leishmaniose e, ainda assim, o tratamento pode ndo resultar em cura
parasitologica (COPELAND; ARONSON; CDC, 2015). Buscando-se superar essas
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dificuldades, novas combinacbes de esquemas terapéuticos, estratégias de
reposicionamento de farmacos e vacinas vém sendo estudadas como alternativas
(SUNDAR; SINGH, 2016; WHO, 2012).

Em relacdo as vacinas, infelizmente, até o presente momento, ndo ha a existéncia
delas contra leishmanioses para humanos, apesar de ser uma op¢éo viavel e foco ativo de
pesquisas. Dificuldades relacionadas ao custo, complexidade dos antigenos, natureza do
parasita e diferentes perfis de resposta imune apresentadas pelo hospedeiro se constituem
como empecilho para o sucesso dessa alternativa terapéutica. A maioria das vacinas
existentes se baseia na resposta imunoldgica adquirida humoral (baseada na producéo de
anticorpos neutralizantes em face da presenca de antigenos), o que ndo se mostra como a
melhor opg¢do contra patdgenos intracelulares que necessitam de resposta mediada por
células, resposta imune celular, para seu controle (MENDONCA, 2016). Além disso, 0s
mecanismos de evasdo da resposta imune do hospedeiro apresentados pelo parasita
dependem de alta variabilidade de antigenos, o que representa um desafio para o
desenvolvimento de vacinas.

Apesar de estudos comprovarem que, em humanos, apds a cura da lesdo cutanea
primaria, as infec¢bes subsequentes desencadeiam resposta imune mais robusta, também
conhecida como “leishmanizagdo”, ainda se mostram necessarias mais pesquisas para a
producio de uma vacina segura, eficaz, estavel e de baixo custo (CECILIO; OLIVEIRA;
SILVA, 2018). Existem trés formulacBes comerciais disponiveis para cdes que
demonstram protecdo parcial contra a parasitose: a vacina recombinante Leish-Tec®, que
utiliza o antigeno A2, especifico para os amastigotas; Leishmune®, que se utiliza de uma
fracdo purificada da glicoproteina FML, ligante de fucose-manose da L (L.) donovani, e
CaniLeish®, baseada em proteinas secretadas durante o crescimento de L. (L.) infantum
(CAMPOS et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2018).

E notavel a iniciativa do DNDi em realizar estudos com novas entidades quimicas
(NEQ) e reposicionamento de farmacos para o tratamento de leishmanioses. Entre eles,
vem sendo estudado o fexinidazol, um nitroimidazol usado para o tratamento de
tripanossomiase africana (HAT) (TORREELE et al., 2010). O farmaco age como pré-
farmaco, isto é, sua estrutura pode ser biotransformada por a¢do quimica ou enzimatica
antes de exibir seus efeitos farmacoldgicos, contendo em sua estrutura grupamentos
protetores utilizados de forma a eliminar ou alterar propriedades indesejadas (ABET et

al., 2017). Dessa forma, o fexinidazol causa danos no DNA, nos lipidios e nas proteinas
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devido a liberagdo de metabdlitos citotdxicos, mediados pela acdo de nitrorredutases
(WYLLIE et al., 2012).

Estudos in vitro e in vivo apontam que o fexinidazol apresenta agdo contra L (L.)
donovani e esta atualmente em estudos clinicos de fase Il na india (SUNDAR; SINGH,
2016). Alternativamente, outras NEQ também estdo sendo estudadas e se encontram em
diferentes etapas de estudos clinicos, como os candidatos DNDI-6148 (oxaborol), DNDI-
0690 (nitroimidazol) e PA-824 (nitroimidazol) (DNDI, 2017; SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2017). As estruturas quimicas do fexinidazol e dos compostos
candidatos a farmacos desenvolvidos pelo DNDI (DNI-6148, DNDI-0690 e PA824) estdo
ilustradas na Figura 3.

Figura 3. Estruturas quimicas dos candidatos a farmacos em estudo para o
tratamento de Ieishmanioses
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Fonte: elaborado pelo autor

Diante desse cenario, soma-se a emergéncia de casos de resisténcia a varios
farmacos da terapia (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2017), a necessidade da busca
incessante por novos candidatos a farmacos, com énfase em menor toxicidade aliada a
melhor eficacia (HOTEZ et al., 2016). Baseado nesse cenario de necessidade urgente,
foram iniciados, em nosso grupo de pesquisa, a verificagdo do potencial leishmanicida

dos compostos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos.
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1.3 Derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos

Os derivados nitrofuranicos sdo uma classe promissora de farmacos, primariamente
conhecidos pela sua atividade antimicrobiana, sendo eficazes contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas ( KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988; TAVARES;
PENNA; AMARAL, 1997; MASUNARI; TAVARES, 2007; ISHII et al., 2011;
ANDRADE et al.,, 2020; SQUADRITO; PORTAL, 2020). Além disso, também
apresentam acdo antifingica, antiparasitaria e antineoplasica (BOT et al.,, 2013;
HRISTOVA-AVAKUMOVA et al., 2017; KAISER et al., 2015; WYLLIE et al., 2016a).

A descoberta do potencial antibacteriano dos derivados nitrofuranicos pode ser
rastreada desde a década de 40 do século XX (DODD et al., 1944). Em seguida, uma série
de derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos com acdo antibacteriana foram utilizados na
terapéutica humana e veterinaria. Seguindo-se a linha estrutural, contando com a presenca
do 5-nitro furano como principal grupamento farmacoférico, os seguintes farmacos
foram, entdo, sintetizados: nifuroxazida (Passifuril®), nifurtimox (Lampit®),
nitrofurantoina (Macrodantina®), furazolindona (Giarlam®) e nitrofural (Furacin®)
(Figura 4) (BAILLY, 2019).

Figura 4. Estrutura quimica da nifuroxazida (NF) e farmacos 5-nitro furano
relacionados.
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Fonte: elaborado pelo autor

Desde a década de 50 do séc. XX, foi estabelecido que compostos contendo o
grupamento nitrofurano apresentavam atividade experimental contra a T. cruzi. Nesse

periodo, foi estabelecido que o farmaco nitrofural (nitrofurazona) (5-nitro-2-furaldeido
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semicarbazona), antibacteriano de uso topico, apresentava efeito in vivo em camundongos
infectados com T. cruzi e T. rhodesiense (BAKER, 1959; DODD, 1946).

Estudos subsequentes utilizando a nitrofurazona como composto protdtipo
identificaram o potencial dos farmacos nifurtimox e benznidazol para o tratamento da
doenca de Chagas. Vale salientar que, até o presente momento, esses sdo 0S UNicos
disponiveis como terapia medicamentosa para a doenca (PATTERSON; FAIRLAMB,
2018).

Sabe-se que o nifurtimox (Lampit®) (4-(5-nitrofurfurilideno)-amino-1,1-diéxido-
3-etiltiomorfolina) é um farmaco nitrofuranico utilizado como primeira linha para o
tratamento de doenca de Chagas e tripanossomiase africana desde a década de 70 do séc.
XX, e que o benznidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida) é um farmaco que
apresenta eficacia somente em estagios agudos da doenca de Chagas (MEYMANDI et
al., 2018). Ambos os farmacos nitro-heterocilicos sdo considerados pro-farmacos e
requerem ativacgdo por nitrorredutases para exercer o efeito antiparasitario (HALL; BOT;
WILKINSON, 2011; PATTERSON; WYLLIE, 2014).

Seguindo-se a descoberta do nifurtimox e do benznidazol para o tratamento de
doencas causadas por tripanossomatideos, outros derivados nitrofuranicos foram
sintetizados e estudados desde entdo. Entre os farmacos nitrofurénicos destacados, a
nifuroxazida (5-nitro-2-furfurilideno-4-hidroxibenzidrazida) é utilizada para combater
infecdes bacterianas intestinais desde 1966 e foi amplamente utilizada na década de 70
do séc. XX. O farmaco apresenta absorcao por via oral e € metabolizado pelo figado, mas
seu uso como antimicrobiano foi diminuido, devido ao surgimento de farmacos mais
potentes e com menor toxicidade (BEGOVIC et al., 2016; BAILLY, 2019; ZUMA,;
AUCAMP; N’DA, 2019). Os efeitos tdxicos mais comumente relacionados a esse
derivado nitrofurénico séo anorexia, diarreia, nauseas, estomatites e dermatites
(KATZUNG, 2007; THOTA et al., 2018; “Towards better patient care: Drugs to avoid in
2018, 2018).

A nifuroxazida também teve seu efeito antiparasitario explorado, Blumenstiel
(1999) e colaboradores identificaram que o farmaco, juntamente com a nifuroxime e a
nifurprazina, apresentavam atividade consideravel em ensaios in vitro contra T. cruzie T.
brucei. Inclusive, em relacdo a concentracéo que induziu metade do efeito maximo (EDso)
contra T. cruzi, a nifuroxazida (EDso < 1 pM) demonstrou maior potencial inibitorio do
que o nifurtimox (EDsp = 3 uM) (BLUMENSTIEL et al., 1999). Mais recentemente,

Kaiser (2015) e colaboradores identificaram a nifuroxazida em meio a outros derivados
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nitrofurdnicos como eficaz contra os parasitas T. brucei, T. cruzi e L. (L.) donovani, apesar
de apresentar maior citoxicidade que os farmacos de referéncia, como o nifurtimox
(KAISER et al., 2015).

A estrutura quimica da nifuroxazida, assim como o0s demais derivados
nitrofurdnicos, apresenta estruturas farmacoforicas compostas pelo grupo N-
acilhidrazona (HC=N-N-C=0) ligado ao carbono 2 do anel 5-nitrofuranico (LEMKE;
WILLIAMS, 2008), de forma a conferir ao arcabougo quimico da nifuroxazida (Figura
5) potencial como composto protétipo a ser utilizado para modificacdo molecular e

planejamento de novos analogos estruturais.

Figura 5. Estrutura quimica da nifuroxazida.
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Fonte: elaborado pelo autor

Nas ultimas duas décadas, o grupo funcional N-acilhidrazona foi reportado, em
literatura, em diversos compostos envolvidos na busca de novos hits, com acdo em varios
tipos de alvos moleculares, a fim de garantir amplo espectro de aplica¢des bioldgicas, tais
como atividade antibacteriana, antiparasitaria, anti-inflamatdria, anticonvulsivante,
analgeésica, antineoplasica, entre outras ( RANDO et al., 2010; DA COSTA et al., 2012;
HERNANDEZ et al., 2013; ALVES et al., 2020; CORDEIRO et al., 2020;; GUO et al.,
2020;; ROZADA et al., 2020). Sua versatilidade se da pela facilidade do processo de
sintese, obtido pela reacdo de condensacdo entre hidrazinas e aldeidos ou cetonas
(PATRICK, 2013).

As hidrazonas sdo formadas pelo grupamento NNH2 no lugar do grupamento
carbonila de cetonas ou aldeidos e apresentam a ligacdo azometinica (-HC=N-R)
conjugada com um par de elétrons livres no nitrogénio. O carbono azometinico apresenta
tanto natureza eletrofilica quanto nucleofilica (os nitrogénios sdo por natureza
nucleofilicos) (SAINI; GUPTA, 2018). Os derivados N-acilhidrazona parecem apresentar
resultados de ensaios de estabilidade e farmacocinética promissores para as pesquisas de
planejamento e desenvolvimento de fArmacos, especialmente em relagéo a ensaios in vitro

de estabilidade metabdlica e perfis metabolicos in vivo (THOTA et al., 2018).
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Apesar de ser pouco provavel que a propria nifuroxazida seja reposicionada como
agente antiparasitario (BAILLY, 2019), os resultados prévios reportados em literatura
demonstram a potencialidade dos derivados nitrofuranicos em geral como classe quimica
com acdo antiparasitaria. Tornando-se, assim, viavel a exploracao do arcabouco quimico
da nifuroxazida para estudos de planejamento e desenvolvimentos de novos farmacos,
menos toxicos e mais potentes (TAVARES; PENNA; AMARAL, 1997; MASUNARI;
TAVARES, 2006; MASUNARI et al., 2009; ISHII et al., 2011; JORGE et al., 2012,
PALACE-BERL et al., 2018; PETERSON, 2018; THOTA et al., 2018; ZUMA;
AUCAMP; N’DA, 2019).

Na literatura, sdo encontrados Vvarios estudos acerca de estruturas quimicas
derivadas de nitro-heterociclicos. Isso indica que o grupamento farmacoférico
relacionado ao efeito anti-kinetoplastideo nao estd limitado aos nitrofuranos e
nitroimidazois, mas engloba varios sistemas de anéis, como nitrotiazois, nitrotiofenos e
nitrobenzenos (PATTERSON; FAIRLAMB, 2018). Por exemplo, Santos Filho e
colaboradores (2009) sintetizaram uma série de N-acilhidrazona oxadiazo6is que
apresentaram acao in vitro contra a forma tripomastigota e epimastigota de T. cruzi. Um
estudo realizado por Hernandez e colaboradores (2010) identificou uma série de
derivados tiazolilhidrazonas como inibidores da proteina cruzaina do T. cruzi (revisado
em GUIMARAES et al., 2017). Ja os derivados de 5-nitro-2-aminotiazol apresentam
atividade contra a T. brucei e T. cruzi. O mecanismo de acdo de tais compostos foi
investigado quanto a sua capacidade de inibicdo das enzimas nitrorredutases, mas nao
obtiveram sucesso (PAPADOPOULOU et al., 2016).

Além disso, Cerecetto e colaboradores investigam o potencial do esqueleto quimico
5-nitro-2-furaldeido e outros compostos nitro-heterociclicos ha varios anos, identificando
estruturas com potencial antiparasitario promissor, especialmente para doenca de Chagas
(CATALDO et al., 2018; CERECETTO et al., 1998; COUTO et al., 2019; GONZALEZ
et al., 2020). Coimbra e colaboradores (2018) determinaram que a porc¢ao 5-nitrofurano
de uma série de derivados hidrazonicos era crucial para atividade biol6gica contra
promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonenses e L. (V.) braziliensis.

No grupo de pesquisa de Tavares e colaboradores, varias séries de analogos
estruturais da nifuroxazida foram estudados quanto a sua capacidade de inibir diversas
cepas de T. cruzi, devido a similaridade deles com a estrutura do farmaco de referéncia,

o nifurtimox. Paula e colaboradores (2009) identificaram que a porcdo azometinica
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combinada com o grupamento 5-nitro-2-furano apresentava maior poténcia em relagéo
ao grupamento 5-nitro-2-tiofeno (PAULA et al., 2009).

Nessa mesma direcdo, Ishii (2011) e Jorge (2012) identificaram em estudos de
relacdo estrutura-atividade (SAR) que os grupamentos quimicos benzofuroxanicos e
oxadiazolinicos também conferem atividade bioldgica contra T. cruzi. Inclusive, foram
identificados compostos com eficécia superior ao fa&rmaco de referéncia, o benznidazol
(JORGE et al., 2013). Compostos derivados do 5-nitro-2-furaldeido, os quais sdo
formados pelos grupamentos 5-nitrofurano ligado a N-acilhidrazina, apresentram maior
atividade anti-T. cruzi, principalmente contra a cepas clinicamente resistentes ao
benznidazol (PALACE-BERL et al., 2013, 2015, 2018).

Alguns compostos foram identificados como promissores por apresentarem
atividade bioldgica contra a forma epimastigosta de varias cepas de T. cruzi e alcancaram
potencial até 40 vezes superior ao farmaco de referéncia (PALACE-BERL et al., 2018),
como 0s compostos 4- bifenil-N’-((5-nitrofuran-2-il) metileno) benzidrazida, 4-heptil-
N’-((5-nitrofuran-2-il) metileno) e 4-heptoxi-N’-((5-nitrofuran-2-il) metileno). Os
estudos de relacdo estrutura-atividade, por meio de analises quimiométricas,
identificaram a influéncia das propriedades hidrofdbicas, levando-se em consideracdo o
coeficiente de particdo octanol/agua calculado — ClogP, as propriedades eletronicas
(momento dipolo) e as propriedades estereoquimicas (superficie acessivel ao solvente dos
atomos hidrofébicos — ASAH) (PALACE-BERL et al., 2013, 2015, 2018).

Os compostos derivados do 5-nitro-2-furaldeido foram avaliados também quanto
a sua atividade leishmanicida. Rando e colaboradores (2008) sintetizaram derivados 5-
nitro-2-furaldeidos e 5-nitro-2-tiofénicos com agdo contra as forma promastigotas de
cepas de L. (L.) donovani (RANDO et al., 2008), identificando a por¢édo 5-nitro-tiofénica
como a mais potente.

Alguns compostos derivados 5-nitro-2-furaldeido apresentaram atividade tambeém
contra as formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) infantum (SILVA et al., 2016) e
promastigotas de L. (L.) amazonensis (MENDONCA et al., 2019), inclusive sinalizando
a possibilidade de estarem envolvidos nos mecanismos de estresse oxidativo e apoptose

dos parasitas.

1.3.1 Nitrorredutases

Apesar de a descoberta do potencial dos compostos nitrofuranicos como agentes
terapéuticos poder ser rastreada desde a década de 40 do séc. XX (DODD et al., 1944), o
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seu mecanismo de acdo ndo estd completamente elucidado. A principio, entendia-se que
0 mecanismo de acdo dos derivados nitrofuranicos era decorrente principalmente da
biorreducdo enzimaética do grupamento nitro em condi¢6es anaerobicas, 0 que ocasionava
a formacéo de radical nitroanion. Os radicais livres provenientes da reacdo em meio
intracelular provocariam a desestabilizacdo da membrana celular, aumentando a
permeabilidade ao composto e, consequentemente, elevando os danos causados pelo
estresse oxidativo (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009; VIODE et al., 1999).

Pelos dados disponiveis, supde-se que esses compostos sao bioativados, levando a
formacdo de radicais livres toxicos que garantem a atividade desejada. Estudos com
compostos nitrofuranicos sugerem que a ativacao do anel 5-nitrofurénico é essencial para
atividade bioldgica (BOT et al., 2013; ZUMA; AUCAMP; N’DA, 2019). Acredita-se,
assim, que a reducéo € promovida por enzimas nitrorredutases especificas dos patdgenos
(NTRs), o que resulta na formacdo de espécies eletrofilicas que desencandeiam lesdes ao
DNA, induzem o  estresse oxidativo e inibem a biossintese de RNA e,
cconsequentemente, de proteinas (LE et al., 2019).

Para tripanossomatideos, o modo de acdo dos derivados nitrofuranicos
monociclicos, nitroimidazois e nitroimidazdis biciclicos ainda ndo foi completamente
elucidado. Mas se acredita que 0s compostos nitro-heterociclicos agem como proé-
farmacos e sofrem reducdo por meio da acdo de nitrorredutases (NTR). Estudos ja
demonstraram, inclusive, que os farmacos nifurtimox, benznidazol e fexinidazol
utilizados no tratamento da doenca de Chagas, LV e HAT sdo metabolizados por essas
enzimas (WILKINSON et al., 2008; WYLLIE et al., 2012).

As enzimas nitrorredutases sdo encontradas principalmente em bactérias, fungos
(PETERSON et al., 1979; ROLDAN et al., 2008) e em parasitas tripanossomatideos; as
NTR do tipo 1 (NTR 1) estdo presentes em Leihsmania sp., Trynanosoma cruzi e
Trypanosoma brucei (HALL; BOT; WILKINSON, 2011; MONTENEGRO et al., 2017;
VOAK et al., 2013) e em contraste, as nitrorredutases do tipo 2 (NTR 2) sdo encontradas
nos parasitas Leihsmania sp. e T. cruzi, mas ndo estdo presentes em T. brucei (MEJIA-
JARAMILLO etal., 2011; WILKINSON et al., 2000; WYLLIE et al., 2016a).

Em organismos tripanossomatideos as nitrorredutases sao classificadas em duas
categorias, de acordo com a sensibilidade ao oxigénio demonstrada. As NTR do tipo 1
s8o insensiveis ao oxigénio e as NTR do tipo 2, por sua vez, sdo sensiveis ao oxigénio.
Ademais, NADH, dinucleétido de nicotinamida e adenina, ou NADPH, fosfato de

dinucledtido de nicotinamida e adenina, sdo utilizados nas reacfes catalisadas por NTRs
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como cofatores de reducdo, aléem de FMN (mononucleotideo de flavina) ou FAD
(dinucleotideo de flavina e adenina) como cofator (HALL; BOT; WILKINSON, 2011,
WYLLIE et al., 2016a).

As NTR 1 agem por meio de reagdes de reducdo dos dois elétrons do grupamento
nitro presente nos derivados nitrofuranicos [ArNO2], produzindo intermediarios nitrosos
[ArNO] (Reacdo 1), hidroxilamina [ArNHOH] (Reacdo 2), até por fim, a formacéo de
amina [ArNHz2] (Reacdo 3) (HALL et al., 2010; HALL; BOT; WILKINSON, 2011;
VOAK et al., 2013). Devido a sua instabilidade, a hidroxilamina além de ser reduzida em
amina, pode ser metabolizada e formar ions nitreniums [ArNeH], que sdo capazes de
causar dano a0 DNA (SLAVOV et al., 2018; ZUMA; AUCAMP; N’DA, 2019).
Alternativamente, no caso de derivados nitrofurénicos, o intermediario hidroxilamino
pode levar a clivagem do anel furanico, formando derivados nitrila [R-C=N] saturados ou
insaturados de cadeia aberta (Figura 6) (BOT et al., 2010; PATTERSON; WYLLIE,
2014).

ArNO,+ 2e~ — ArNO [Reacdo 1]
ArNO + 2e~ — ArNHOH [Reagéo 2]
ArNHOH + 2e~ — ArNH, [Reacdo 3]

Por sua vez, as NTR do tipo 2 medeiam a reducdo de compostos nito-
heterociclicos [ArNO-] por mecanismo que envolvem um elétron, levando & formacéo de
radical nitro [ArNO+-]. Em condicdes aerobicas, esse radical, de carater instavel, é
eventualmente reoxidado e o grupo nitro € restaurado [ArNO2]. O oxigénio molecular que
participou da reacdo de reoxidacdo do pré-farmaco, por outro lado, gera o radical
superdxido [O2e-] (LE et al., 2019; WYLLIE et al., 2016a; WYLLIE; PATTERSON;
FAIRLAMB, 2013).

Tal processo de regeneragdo dos pro-farmacos nitrofurdnicos é também
denominado‘ciclo fatil” e a geracao de espécies reativa de oxigénio promovem o estresse
oxidativo e sdo responsaveis pelos efeitos toxicos dos compostos nitro nos organismos
(BODDU; PERUMAL; K, 2020; PITSAWONG; HOBEN; MILLER, 2014).
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Figura 6. Reducdo de nitrofuranos por nitrorredutases do tipo 1 e 2 (NTR 1 e NTR 2).
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Fonte: Adaptado de Patterson; Wyllie, 2014 e Hall; Bot; Wilkinson, 2011.

As enzimas nitrorredutases do tipo 1 sdo responsaveis pela ativacdo dos farmacos
nitrofurdnicos benznidazol, e nifurtimox (HALL; BOT; WILKINSON, 2011;
PATTERSON; FAIRLAMB, 2018; PATTERSON; WYLLIE, 2014; WILKINSON et al.,
2008). A estrutura do benznidazol, apds sofrer reducéo pela acdo da NTR 1 de T. cruzi e
T. brucei, forma o intermediario hidroxilamino que é posteriormente convertido em
glioxal, um dialdeido altamente toxico (HALL; WILKINSON, 2012; TROCHINE et al.,
2014). A reducdo do grupamento nitro do nifurtimox, por outro lado, leva a quebra do
anel furano, formando um intermediério nitrila insaturado de cadeia aberta (HALL; BOT,;
WILKINSON, 2011).

Os metabdlitos resultantes da reducdo dos farmacos nitrofuranicos pela acdo das
nitrorredutases sao responsaveis pelos efeitos antiparasitarios. Para o nifurtimox, contra
as formas tripomastigota de T. brucei, o metabdlito nitrila apresentou efeitos toxicos
contra a forma tripomastigota do parasita (ICso = 5,3 pM), demonstrando, inclusive,
atividade equipotente em relagéo ao pro-farmaco (ICso = 2,9 uM). Em contrapartida, o
metabolito demonstrou efeitos citotdxicos superiores ao nifurtimox contra as células
macrofagicas THP-1, o que indica que a seletividade do farmaco ao parasita € devida a
bioativacdo seletiva dos parasitas tripanossomatideos (HALL; BOT; WILKINSON,
2011).

Acredita-se que alguns mecanismos de resisténcias aos farmacos também estdo

associados a mutacfes dos parasitas relacionadas as nitrorredutases. Evidenciado por
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estudos que demonstram que cepas de T. brucei resistentes ao nifurtimox apresentam
resisténcia cruzada com fexinidazol (WILKINSON et al., 2008; WYLLIE et al., 2016b).

Dessa forma, as nitrorredutases presentes nos tripanossomatideos se constituem
como alvos terapéuticos ideais em pesquisas de planejamentos de novos candidatos a
farmaco, pela sua capacidade de metabolizar nitrocompostos (PATTERSON;
FAIRLAMB, 2018). Inclusive, as NTRs foram demonstradas como essenciais para o
crescimento dos parasitas e para o estabelecimento e a manutencdo das infecgbes em T.
cruzi, Leishmania e T. brucei (MEJIA et al., 2012; WILKINSON et al., 2008; WYLLIE;
PATTERSON; FAIRLAMB, 2013). Vale ressaltar que as enzimas nitrorredutases
envolvidas na bioativacdo dos compostos nitro-heterociclicos diferem de parasita para
parasita e a extrapolacao dos resultados deve ser interpretada com cautela (PATTERSON,;
FAIRLAMB, 2018).

Estimulados pelos farmacos nitrofuranicos aprovados para o tratamento dos
parasitas tripanossomatideos, o potencial quimioterdpico de compostos nitro-
heterociclicos vem sendo estudado, apesar dos efeitos adversos atribuidos ao grupamento
nitro. E de grande importancia determinar se os compostos nitro-heterociclicos em
desenvolvimento sdo bioativados pelas enzimas nitrorredutases presentes nos
tripanossomatideos. Principalmente se considerarmos o potencial da terapia combinada
para o tratamento de doencas parasitarias, como a combinacdo NECT (terapia combinada
de nifurtimox-eflornitina) utilizada para o tratamento de HAT. Uma vez que €é ideal que
os farmacos ndo apresentem o mesmo mecanismo de ac¢do, para que uma simples mutagéo
no parasita ndo tornem a terapia ineficaz (FIELD et al., 2017; PATTERSON;
FAIRLAMB, 2018; PATTERSON; WYLLIE, 2014).

1.4 Planejamento e desenvolvimento de farmacos auxiliados por metodologias

computacionais

O processo de descoberta e 0 desenvolvimento de farmacos pode ser dividido em
trés fases. Primeiramente, a fase de descoberta, na qual ocorre a identificagdo e validacao
do alvo, o desenvolvimento de ensaios, a identificacdo e otimizacdo de compostos
prototipos e a selecdo de candidatos a farmacos. Em seguida, a fase de estudos pré-
clinicos, em que sdo executados extensos estudos em animais e, por ultimo, a fase de
desenvolvimento clinico, na qual o composto selecionado é testado quanto a sua eficécia,
efeitos colaterais e riscos potenciais em estudos com humanos (CAPPEL et al., 2015;
DAN; BHAKAT, 2015).
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A parte que compete as pesquisas da area quimica-farmacéutica para o
planejamento de novos candidatos a farmacos consiste, principalmente, nas etapas de
descoberta (pesquisa e avaliacdo das moléculas candidatas) e desenvolvimento (ensaios
pré-clinicos) (BARREIRO, 2009; ELEBRING; GILL; PLOWRIGHT, 2012; GUIDO;
OLIVA; ANDRICOPULO, 2011; WALKER, 2011).

Sabe-se que o processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos € um
processo longo e complexo que demanda alto investimento. Estima-se que, para o
lancamento de um unico farmaco no mercado, séo gastos, em média, 12 a 15 de anos no
processo de pesquisa e desenvolvimento, com elevados custos (PAUL et al., 2010;
PHRMA, 2016). Na ultima década, o custo para langar uma Unica nova entidade quimica
no mercado, apds passar por todas as etapas de desenvolvimento de um farmaco novo,
chega a mais de 1 bilhdo de doélares (MULLARD, 2014; WOUTERS; MCKEE;
LUYTEN, 2020).

Dentre as estratégias envolvidas no processo de planejamento de farmacos,
destacam-se as metodologias auxiliados por computador (Computer-Aided Drug Design
- CADD). O planejamento racional de farmacos busca, sistematicamente, novas
moléculas farmacologicamente ativas ou compostos precursores (lead compounds),
podendo utilizar como ponto de partida o conhecimento das estruturas tridimensionais da
macromolécula alvo ou de farmacos bioativos conhecidos. A partir da utilizacdo das
informacBes disponiveis e dos recursos computacionais, moléculas com a atividade
bioldgica desejada podem ser obtidas (AMINPOUR; MONTEMAGNO; TUSZYNSKI,
2019). Tais estratégias aplicadas ao planejamento racional de farmacos buscam
alternativas viaveis, mais rapidas e econdémicas, ao processo de descoberta de um novo
medicamento (GORE; JAGTAP, 2018).

Quando a estrutura do alvo molecular ndo é conhecida, as estratégias de
planejamento de farmacos se voltam para o LBDD — Ligand Based Drug Design. Téticas
baseadas na estrutura do ligante exploram as propriedades e caracteristicas do substrato
natural ou de séries de ligantes bioativos, correlacionando as diferengas estruturais
presentes nas moléculas com suas atividades bioldgicas respectivas (KANAKAVETI et
al., 2020; LIN; LI; LIN, 2020). Struture Based Drug Design (SBDD), por outro lado, sdo
abordagens de descobrimento e otimizacdo utilizadas quando a estrutura dos alvos
moleculares esta disponivel. As estratégias de sintese levam em conta como os ligantes
reconhecem e interagem com as macromoléculas. O propoésito dessa estratégia é a

obtencdo de ligantes com caracteristicas eletrostaticas e estereoquimicas especificas,
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obtendo-se, assim, alta afinidade com o receptor estudado (FERREIRA et al., 2015; YU;
MACKERELL, 2017).

Quanto mais informac@es sobre o sistema estudado estdo disponiveis, tanto mais a
chance de obter sucesso em projetos de pesquisa e obtencdo de novos farmacos. A
situacdo ideal € quando se conhece a estrutura do alvo complexando com ligantes, o que
propicia o entendimento dos mecanismos envolvidos na acdo do famaco em nivel
molecular e submolecular (MONTANARI; GAUDIO, 2011). As estratégias baseadas no
potencial das estruturas, sem o conhecimento completo dos mecanismos moleculares
envolvidos, vém ressurgindo na inddstria farmacéutica. Essas estratégias sdo utilizadas
principalmente em estudos de reposicionamento de farmacos e classes quimicas que
apresentam mecanismos ndo especificos, e se baseiam na busca por moléculas
promissoras por meio do efeito fenotipico (efeito bioldgico) apresentado por elas
(Phenotypic drug screening) (MOFFAT et al., 2017).

Considerando-se as estratégias de desenvolvimento de farmacos baseados na
estrutura dos ligantes (LBDD), em um estudo de planejamento e desenvolvimento de
farmacos, é essencial conhecer as relacdes estrutura-atividade (structure-activity
relationships - SAR) do conjunto de interesse. Tais relacBes podem ser determinadas
qualitativamente ou quantitativamente, por intermédio de varias técnicas computacionais.

Para um conjunto de moléculas, determinados modelos matematicos podem
relacionar quantitativamente os descritores moleculares, isto é, o resultado final de um
procedimento matematico, que transforma a informacdo quimica das moléculas em um
namero util (TODESCHINI; CONSONNI, 2000) que pode ser correlacionado com a
atividade biol6gica estudada (ALVES et al., 2017; DUTTA et al., 2015; KANAKAVETI
et al., 2020).

As propriedades calculadas utilizadas para a construcdo desses modelos,
denominadas descritores moleculares, sdo resultantes de calculos matematicos que
transformam informagdes quimicas codificadas nas moléculas em valores numericos
(HIMMAT et al., 2016). Essas propriedades podem ser classificadas quanto a sua
dimensionalidade, refletindo diferentes tipos de representacdo estrutural. Em relagéo a
uma estrutura quimica, descritores unidimensionais (1D) sdo baseados em propriedades
fisico-quimicas inerentes a formula molecular, como massa molecular, refratividade
molar e coeficiente de particdo, entre outros; de carater bidimensional (2D), que
descrevem propriedades calculadas a partir da estrutura quimica 2D de uma molécula,

como numero de ligacGes e indices de conectividade; e de carater tridimensional (3D),
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baseados na conformacdo que a molécula se apresenta, tal como area acessivel ao solvente
e volume de van der Waals (MAMY et al., 2015; TODESCHINI; CONSONNI, 2000).

Tendo como objetivo prever a poténcia de novos compostos a priori da sintese, 0s
modelos de QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) classicos tiveram
inicio na década de 60 do séc. XX, com os trabalhos de Hansch & Fujita (1964) e Free-
Wilson (1964). Tais modelos relacionavam os resultados de uma propriedade
experimental (atividade biol6gica) com parametros (descritores) fisico-quimicos
correspondentes as propriedades estruturais, eletronicas, hidrofobicas, estereoquimicas e
termodinamicas de moléculas analogas, de forma a identificar a intensidade que cada
propriedade contribui para o estabelecimento da resposta bioldgica.

Avancos nos modelos de QSAR trouxeram a consideracgao quantitativa das relagdes
estrutura-atividade em trés dimensdes (QSAR-3D), desenvolvido por Cramer na década
de 80 do séc. XX (CRAMER; PATTERSON; BUNCE, 1988). Esse tipo de modelo é
largamente utilizado em estudos de planejamento e desenvolvimento de farmacos e
considera propriedades relacionadas com a conformagdo alinhada do conjunto de
moléculas, de acordo com farmacdéforo comum, proveniente das interacbes com a
molécula alvo (receptor) (DUTTA et al., 2015). Avancos adicionais aos modelos de
QSAR trouxeram a consideracdo da liberdade de alinhamento e a flexibilidade
conformacional do conjunto de moléculas e a observacao do “tempo” como quarta
dimensdo (QSAR 4D), utilizando descritores de frequéncia de ocupacdo (HOPFINGER
etal., 1997).

Além dos modelos de QSAR, outras metodologias matematicas permitem a
avaliacdo das relacdes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica de um conjunto
de moléculas. Tais técnicas, chamadas de quimiométricas, também permitem a conversédo
de grandes conjuntos de informacdes para 0 maximo de informacao Util sob o ponto de
vista quimico, por meio de ferramentas matematicas e estatisticas (FERREIRA, 2015).

A quimiometria engloba métodos de reconhecimento de padrdes (classificacdo de
variaveis) e métodos de regressdo. Estes ultimos envolvem a metodologia de regressdo
pelo método dos quadrados minimos parciais (PLS — partial least square), método das
componentes principais (PCR) e regressdo linear muatipla (MLR) (BIANCOLILLO;
MARINI, 2018).

Os métodos de reconhecimento de padrdes, por sua vez, podem ser divididos em
métodos supervisionados e ndo supervisionados. A analise exploratdria de dados utiliza

esses métodos aplicados a estudos de SAR, a fim de mais facilmente identificar os
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parametros estruturais e as modificacdes estruturais que influenciam a atividade bioldgica
de um conjunto de compostos (FERREIRA, 2015, 2002; SAINANI, 2014).

Em uma anélise quimiométrica, o conjunto de dados geralmente é organizado em
uma matriz X (I x J), com tantas linhas quanto o nimero de amostras e tantas colunas
quanto o nuamero de variaveis (descritores) medidos, além de um vetor y (variavel
dependente) que contém os dados experimentais de atividade biolégica correspondente
ao numero | de compostos do conjunto de dados (Equacgédo 1) (AMARAL et al., 2016).

X11 X12 . X1j Y1
X21 X22 ij YZ

X = : Y= Couacio 1
Xy X1 %y v, | [Equacdo 1]
X Xr2 ses xU YI

Apbs a coleta de dados, a analise exploratdria permite resumir as caracteristicas dos
dados em um formato de fécil entendimento, utilizando-se do auxilio de gréficos visuais,
sem a preocupacao de construir uma regra preditiva (BIANCOLILLO; MARINI, 2018).

Os algoritmos matematicos utilizados em ambos 0s métodos supervisionados € ndo
supervisionados sdo baseados nas abordagens lineares e ndo lineares. Métodos lineares
utilizam a combinacdo linear das variaveis calculadas para criar modelos de classificacéo,
enquanto os ndo lineares se utilizam de algoritmos mais complexos, conferindo maior
sofisticacdo ao modelo (MONCAYO et al., 2015).

Métodos supervisionados e ndo supervisionados se baseiam nos principios de que
as amostras estudadas devem ser semelhantes, que devem existir diferengas significativas
do efeito estudado entre as amostras e que o conjunto de propriedades calculadas seja
capaz de identificar essas diferencas (FERREIRA, 2015). Para o0s metodos
supervisionados as amostras pertencem a uma classe preestabelecida, a qual € parte da
construcdo dos modelos de classificacdo. S&o considerados métodos de classificacao,
entre outros, o reconhecimento de padrdes; a andlise discriminante pelo método de
quadrados minimos parciais (PLS-DA); a analise discriminante linear (LDA); o k-ésimos

vizinhos mais préximos (k-nearest neighbors - KNN); o soft independente modeling of
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class analogy (SIMCA); a arvore de regressao e classificacdo; e as redes neurais artificiais
(BIANCOLILLO; MARINI, 2018; FERREIRA, 2015).

Métodos ndo supervisionados, por outro lado, ndo se utilizam da informac&o de
classificacdo, pois identificam padrdes baseados nos descritores do conjunto de dados.
Neles as amostras ndo requerem conhecimento prévio e serdo agrupadas com base nas
informacdes calculadas disponiveis. Esses agrupamentos sdo realizados por meio de
métodos de agrupamento ou por projecdo dos dados em espagcos de menor dimensdo
(AMARAL et al., 2016). Sdo exemplos de métodos multivariados nao supervisionados,
a analise de agrupamentos hierarquicos (hierarchical cluster analysis - HCA) e as
andlises de componentes principais (principal componente analysis - PCA) (FERREIRA,
2015; JOLLIFFE; CADIMA, 2016).

O método ndo supervisionado de analise de componentes principais (PCA) foi
introduzido por Karl Pearson (1901) e Hoteling (1933), em que varidveis possivelmente
correlacionadas sdo ortogonalmente transformadas em um conjunto de varidveis
linearmente ndo correlacionadas, também denominadas componentes principais ou
fatores. A ferramenta estatistica baseia-se na projecdo dos dados originais, de forma que
a representacdo dos dados seja realizada por meio de um menor nimero de fatores, sem
resultar em perda significativa da informacéo estudada (JOLLIFFE; CADIMA, 2016).

No contexto de pesquisa em planejamento e desenvolvimento de farmacos, esse
método € utilizado, geralmente, quando o conjunto de dados é largo e complicado de
interpretar diretamente, de forma que as interrelac@es entre os descritores moleculares do
conjunto sdo de dificil visualizagdo (YOO; SHAHLAEI, 2018). O PCA pode ser utilizado
para verificar a diversidade estrutural das moléculas que compde o conjunto de dados de
interesse, avaliar a coeréncia dos valores experimentais de atividade bioldgica, identificar
possiveis amostras atipicas (outliers) e explorar o peso de cada propriedade e sua
influéncia para as regras de SAR do conjunto de dados (ALVES et al., 2017).

A anélise de agrupamentos por métodos hierarquicos (HCA) busca reconhecer
padrdes por meio de parametros de agrupamento por similaridade das amostras.
(FERNANDES et al., 2015). O método de HCA também permite a analise de grandes
conjuntos de dados, identificando subgrupos com estruturas similares, por meio de
graficos bidimensionais na forma de arvore hierarquica, os dendrogramas (FERREIRA,
2015). De maneira complementar ao PCA, a anélise de agrupamentos hierarquicos é

utilizada como ferramenta de agrupamento para avaliar a similaridade e as diferencas
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intra e intergrupo do conjunto de amostras de interesse de maneira quantitativa
(CAESAR; KVALHEIM; CECH, 2018) .

Metodologias complementares ao estudo de SAR de um conjunto de moléculas de
interesse sao baseadas na analise da similaridade ou de deducgédo do farmacoforos. Essas
estratégias de planejamento de farmacos dependem somente da informacéo da estrutura
quimica dos ligantes, pois levam em consideracdo que esses ligantes, para apresentar o
mesmo efeito bioldgico e se ligar ao mesmo alvo, devem ter em comum um conjunto de
propriedades fisico-quimicas. Desse modo, a andlise de tal similaridade entre os
compostos é realizada de maneira quantitativa, por meio do calculo de indices que podem
variar entre zero e um, em que zero representa nenhuma similaridade e um, similaridade
total (HIMMAT et al., 2016). A abordagem de similaridade possui menor custo
computacional e permite a comparacdo da topologia das superficies eletrénicas entre
pares de moléculas (KUMAR; ZHANG, 2018). No entanto, os métodos de similaridade
bidimensional (2D) sdo limitados por ndo promoverem informagdes das conformagdes
das estruturas das moléculas (MEDINA-FRANCO et al., 2009).

A similaridade 2D é o método mais eficaz, rapido e popular e se baseia inteiramente
na estrutura bidimensional das moléculas, incluindo métodos pautados na busca de
subestruturas, similaridade de assinaturas digitais (fingerprints) e propriedades
moleculares 2D (SRINIVAS REDDY et al., 2007). As fingerprints sdo vetores, que
codificam as informacdes e permitem a reproducdo de resultados mais rapidamente. A
maneira mais simplificada de codificar essas informacGes € por meio de vetores binarios,
em que cada posi¢do esta associada unicamente a presenca de subestrutura, fragmento ou
farmacoforo (BAJUSZ; RACZ; HEBERGER, 2015).

O coeficiente para o calculo de similaridade 2D mais popular € o coeficiente de
Tanimoto (KRISTENSEN; NIELSEN; PEDERSEN, 2013), no qual sdo contabilizadas,
para cada par de moléculas, a razdo entre 0 numero de caracteristicas e o total de
caracteristicas presentes em ambas, gerando, assim, uma lista de moléculas organizadas
de acordo com o valor do coeficiente. Ademais, outros coeficientes para contabilizar a
similaridade entre duas moléculas sdo, por exemplo, a distancia Euclideana, a distancia
de Manhattam, o coeficiente de Pearson, o coeficiente de Cosine, o coeficiente de Forbes,
o coeficiente de Russel-Rao e a distancia de Hamming, entre outros (Tabela 2) (KUMAR;
ZHANG, 2018).
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Tabela 2. Coeficientes de similaridade 2D.

Coeficiente Formula
Tanimoto Jatb—c
Cosine C/\/E
Forbes msob
Russel-Rao C/(a+ b+c+d)
Hamming a+b—2c

Fonte: P; WILLETT, 2006.

Considerando que duas moléculas, A e B, sdo representadas por fingerprints
binérios contendo um total de m unidades e partes das subestruturas de cada molécula, A
ou B, estéo representados respectivamente por a e b e que ¢ sdo subestruturas presentes
em ambas as moléculas. Estudos de andlise da qualidade dos coeficientes identificaram
os coeficientes de Tanimoto, Cosine e Dice e Sorgel como os melhores coeficientes para
determinar similaridade de fingerprints entre moléculas (BAJUSZ; RACZ; HEBERGER,
2015).

Entender o landscape, ou seja, 0 espaco amostral das atividades bioldgicas para o
conjunto de moléculas estudados, da atividade de um conjunto de compostos, € crucial
para estudos de SAR, assim como também para o sucesso da aplicacéo e interpretacdo
dos métodos computacionais. Definir os tipos de relacdo estrutura-atividade dentro do
lansdcape das atividades, € decisivo quando se tem em vista a identificacdo do impacto
das modificacBes estruturais na atividade bioldgica, os quais se traduzem em situacdes
em que pares de moléculas podem apresentar semelhanca estrutural, bem como se
relacionarem com descritores semelhantes e, consequentemente, apresentarem poténcia
bioldgicas parecidas. De outra forma, um conjunto de moléculas estruturalmente
semelhantes pode apresentar diferencas pronunciadas no efeito bioldgico (DIMOVA;
BAJORATH, 2016).

Esse altimo fendmeno, em estudos de SAR, é conceituado como Activity Cliffs
(AC), no qual pares de moléculas similares apresentam alta diferenca nas atividades
bioldgicas respectivas e, comumente, sdo interpretados erroneamente em modelos de
QSAR (BAJORATH, 2017; DIMOVA; BAJORATH, 2016). A identificacdo desse
comportamento € de grande interesse para quimicos medicinais e pode ser utilizado tanto
para a otimizagéo de farmacos como para identificacdo de quais modificacdes estruturais
estariam associadas a mudangas significantes na atividade biolégica (WASSERMANN;
WAWER; BAJORATH, 2010).
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Em um conjunto de compostos, o espaco de SAR pode ser organizado em quatro
situacBes, ou mapas de atividade bioldgica baseadas na similaridade (mapa SAS —
structure-activity similarity), como ilustrado na Figura 7. Inicialmente publicados em
2001 por Maggiora e Shanmugasundaram (2001), esses mapas permitem a rapida
deteccdo de activity cliffs, uma vez que relacionam os valores de potencia bioldgica e
similaridade estrutural de um conjunto de compostos.

De acordo com a Figura 7, cada regido do mapa SAS corresponde a situagoes
encontradas em estudos de SAR. Primeiramente, a regido | se refere a moléculas com
baixa similaridade que apresentam pequena diferenca de atividade, situacdo essa ideal
para identificagdo de novos esqueletos moleculares (scaffolds). Em seguida, as situagdes
opostas (regides Il e I1l) de moléculas muito similares e com pequena diferenca de
atividade, que corresponde ao SAR “suave”, ou de moléculas bastante diferentes com alta
diferenca de atividade. Ambos 0s casos sdo 0s mais comuns em estudos de SAR e seguem
o principio da similaridade (estruturas similares apresentam atividades similares). A
ultima regido (IV), representa os AC, em que um conjunto de moléculas com grande
similaridade estrutural, demonstra elevada diferenca de atividade biologica (MEDINA-
FRANCO et al., 2009; PEREZ-VILLANUEVA et al., 2015) . A identificacdo dos AC em
um conjunto de dados estruturalmente diverso possibilita, portanto, encontrar porg¢oes da
molécula indicadas para modificacdo e otimizacao estrutural (STUMPFE; BAJORATH,
2012).
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Figura 7. Representacao geral de mapas de similaridade estrutura-atividade
demonstrando as quatro regides principais.

Regido Il Regido IV
“activity cliff”

Diferenca de atividade bioldgica

Regido | Regido Il
Identificagdo de SAR “suave”
scaffolds

Similaridade molecular

Regido | associada com a identificacdo de scaffolds; Il associada com SAR suave; e a regido 1V
associada ao SAR descontinuo e corresponde aos “activity cliffs”.
Fonte: adaptado de PEREZ-VILLANUEVA et. al., 2015

De forma suscinta, o conjunto de estratégias auxiliadas por computador, com foco
na descoberta e no desenvolvimento de novos farmacos, tem como objetivo direcionar o
processo de maneira a economizar tempo e custo. Por meio do entendimento de como
funciona 0 SAR de uma série de compostos, o planejamento e a sintese de novas

moléculas podem ser realizados de forma a diminuir a quantidade de experimentos.
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2 JUSTIFICATIVA

O cenério de procura por novos agentes terapéuticos para o tratamento da
leishmaniose € urgente e de grande importancia para a pesquisa na area da Quimica
Medicinal. Essa necessidade é realcada quando se observa que a atual terapia
medicamentosa apresenta limita¢fes que dificultam o controle da doenca, como o alto
custo, vias de administracdo desvantajosas para uso prolongado e o surgimento dos casos
de resisténcia (KATSUNO et al., 2015), além disso, para o tratamento de infeccOes
causadas pelos parasitas tripanonosomatideos, nenhum dos farmacos disponiveis é
satisfatorio e novas entidades quimicas e candidatos a farmacos sdo necessarios (FIELD
etal., 2017).

Estratégias de planejamento de farmacos auxiliadas por computador (CADD -
Computed-Aided Drug Design) se destacam nas pesquisas da Quimica Medicinal como
ferramentas de auxilio no planejamento de novos farmacos, agilizando e diminuindo o
custo do processo de descoberta de novos farmacos. Além de possibilitar a exploragéo de
grande quantidade de dados para um nimero maior de alvos bioldgicos ou de moléculas
promissoras (COHEN, 1996). A aplicacdo dessas técnicas permite a exploracdo de
extensos bancos de dados de maneira rapida, com elevado desempenho, versatilidade,
baixo custo e facilidade de uso (FERREIRA; OLIVA; ADRICOPULDO, 2011).

Nos ensaios bioldgicos in vitro contra a Leishmania, os testes de triagem
costumam focar a forma promastigota do protozoario, devido a facilidade de manipulagéo
laboratorial, mas, como essa forma néo esta presente no hospedeiro humano, estudos para
identificacdo de candidatos a farmacos devem levar em consideracao, também, a acdo dos
compostos contra a forma amastigota da Leishmania. Levando-se em consideracdo que
essa forma morfologica se comporta como parasita intracelular obrigatéria, os testes
bioldgicos necessitam de maior atencdo, devido ao maior grau de dificuldade requisitado
para a manipulacdo de culturas de células. Por fim, desenvolver uma metodologia que
garanta a avaliacdo de um candidato a farmaco nos diferentes estagios morfoldgicos da
Leishmania de maneira reprodutivel, rapida e de baixo custo é um dos desafios
enfrentados para a pesquisa de novas moléculas com efeito anti-Leishmania (MUYLDER
etal., 2011).

O descobrimento de farmacos, em especial com enfoque para compostos com agéo
contra os tripanosomatideos, emprega trés estratégias: abordagens baseadas na estrutura
do alvo, em que compostos sdo triados com base na estrutura do receptor; triagem

fenotipica, quando sé os compostos séo triados baseados na observagéo da inibi¢do das
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formas morfoldgicas e a reproposicao de farmacos ja aprovados para outros fins (FIELD
etal., 2017).

A triagem fenotipica é a estratégia de maior sucesso no descobrimento de farmacos
anti-tripanosomatideos, ja que leva em conta parametros in vitro mais aproximados dos
efeitos no organismo e agem na forma morfoldgica relevante. Além disso, o
conhecimento adicional do modo de acdo permite a geracdo de farmacos com perfil
otimizado (REGUERA et al., 2014).

Estudos realizados com anélogos da nifuroxazida demonstram atividade promissora
desses derivados contra diversos alvos terapéuticos como bactérias, melanomas e fungos,
0 que evidencia a potencialidade desses compostos nitro-heterociclicos para a pesquisa
de novos candidatos a farmacos (ISHII et al., 2011; MASUNARI; TAVARES, 2007).

Mais recentemente, os estudos da acdo de derivados furfurilidénicos contra T.
cruzi (PALACE-BERL et al., 2013, 2015, 2018; PAULA et al., 2009) indicam a
possibilidade de esses também se apresentarem como candidatos promissores contra
Leishmania, ja que tanto T. cruzi quanto Leishmania spp. sdo parasitas
tripanossomatideos e compartilham de algumas caracteristicas em sua organizacao
gendmica e estrutura celular (STUART et al., 2008). Preliminarmente, alguns compostos
da quimioteca de derivados 5-nitro-2-furfurilidénico j& foram avaliados quanto a
capacidade inibitéria da forma promastigota das espécies de Leishmania (Leishmania)
infantum e L. (L.) amazonsenis, o que indica o seu potencial anti-Leishmania
(MENDONCGCA et al., 2019; SILVA et al., 2016).

Dessa forma, o presente projeto se prople a testar todo o espaco quimico de
derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos sintetizados pelo Laboratério de Planejamento e
Desenvolvimento de Farmacos — LPDF em ensaios in vitro contra a forma promastigota
e amastigota da Leishmania spp. Pretende, ainda, aliar técnicas e metodologias
quimiométricas focadas em relacdo estrutura-atividade para a identificacdo de
propriedades fisico-quimicas que estdo diretamente relacionadas ao estabelecimento da
atividade bioldgica dessa classe de compostos, sendo, assim, possivel, propor novos
compostos potencialmente aproveitaveis como novos candidatos a farmacos no combate

a leishmaniose.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Com o foco na identificacdo de novas substancias quimicas com capacidade
inibitoria contra as diversas formas da leishmaniose, este projeto visa a busca por
compostos bioativos com potencial leishmanicida, a partir de uma série de compostos
5-nitro-2-furfurilidénicos, planejados a partir de modificacdes da estrutura quimica da
nifuroxazida (PALACE-BERL et al., 2013, 2015, 2018).

3.2 Objetivos Especificos

e Implantar e validar metodologia para teste de atividade biol6gica de compostos
nitro-heterociclicos contra Leishmania (Leishmania) infantum;

e Determinar atividade anti-Leishmania dos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos
contra as formas promastigota e amastigota de L. (L.) infantum.

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos em células de
macrdéfagos THP-1 diferenciados.

e Construcdo das estruturas tridimensionais do conjunto de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos e calcular os descritores moleculares.

e Construir e interpretar os modelos de analise multivariada exploratoria de dados:
PCA e HCA.

e Interpretar os dados obtidos por activity cliff

e ldentificar caracteristicas importantes para a atividade biologica, para a
proposi¢éo de novos compostos

e Selecionar, dentre a biblioteca de compostos nitro-heterociclicos, aqueles com
melhor perfil de atividade por meio da avaliacdo da sua capacidade inibitoria
diante da L. (L.) major e Trypanosoma brucei e.

e Avaliar a capacidade inibitéria de compostos selecionados contra a forma
amastigota de L. (L.) major.

e Avaliar a capacidade inibitéria de compostos selecionados contra cepas mutantes
de T. brucei induzidas a super expressar NTR 1.

4 METODOLOGIA
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4.1 Quimioteca de compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos

40 compostos com estrutura analoga a nifuroxazida (Quadro 1) foram obtidos
seguindo os protocolos de publicacBes anteriores (PALACE-BERL et al., 2013, 2015,
2018; TAVARES; PENNA; AMARAL, 1997). Todas as modificacdes estruturais
seguiram estratégias de design e planejamento racional de fArmacos baseado na estrutura
farmacoférica da nifuroxazida (NF) e foram testados previamente contra cepas de
Trypanosoma cruzi.

Vale salientar que todos os compostos ja estavam disponiveis, obtidos previamente
pelo grupo (PALACE-BERL et al., 2015, 2018). O processo de sintese dos compostos
que compdem a quimioteca foi realizado de maneira a repor o estoque, quando necessario.
As rotas de sintese para a obtencdo dos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos (Figura 8)
seguem metodologias provenientes de trabalhos anteriores do grupo (JORGE et al., 2013;
PALACE-BERL et al., 2018).

Figura 8. Derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos azometinicos
(esquerda) e composto protétipo nifuroxazida (direita).
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Fonte: elaborado pelo autor
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Quadro 1. Estrutura quimica dos 40 compostos que comp8em a biblioteca de compostos 5-

nitro-2-furfurilidénicos.
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A rota sintética ocorre em trés etapas: reacdo de esterificacdo (i), amondlise (ii) e

reacdo de condensacdo para obtencdo de bases de Schiff (iii) (Figura 9). A reacdo de

esterificacdo se d& através da reacdo de 0,01 mol de acido carboxilico substituido (98%

de pureza) dissolvidos em metanol anidro PA (Labsynth Produtos Quimicos para

Laboratorio) em excesso (20 mL). Acido sulfarico PA (Labsynth Produtos Quimicos para

Laboratorio) foi adicionado como catalisador (0,5 mL). O sistema foi mantido em refluxo

durante quatro horas. A segunda etapa da reacéo foi realizada sem o isolamento do éster
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intermediario gerado, com a adi¢do ao meio reacional de 10 mL de hidrato de hidrazina
80% (v/v) (Merck Chemicals). O sistema foi entdo mantido em refluxo por mais uma hora
(ou até formacdo e precipitacdo da hidrazida). Ao fim da reagdo, o sistema foi resfriado (
-6 a-10 °C) até a formacdo de cristais. Ap0s a precipitacao da hidrazida, o produto gerado
foi filtrado sob pressdo reduzida e seco em presenca de pentoxido de fésforo PA. Foram
obtidas comercialmente as hidrazidas correspondentes aos compostos 1, 2, 4, 5,7, 9, 15
e 20 (Sigma-Aldrich).

A Ultima etapa da reacdo ocorreu através de 0,01 mol de 5-nitro-2-furaldeido
solubilizado em meio reacional composto por agua, acido sulfurico, acido acético e
metanol (8:7:8:20 v/v). Em temperatura de refluxo adicionaram-se 0,01 mol da hidrazida
sob agitacdo durante 1 hora. Agua destilada foi adicionada com a observacio imediata da
formacéo de solido amorfo. Este sélido foi filtrado, lavado com agua destilada gelada e

recristalizado de dimetilformamida (DMF)/agua.

Figura 9. Rota sintética dos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos.
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Condigdes reacionais: (i) metanol, &cido sulfurico/refluxo 4 horas; (ii) hidrazina 80%/ 1h de refluxo;
(iii) agua, acido sulfurico, acido acético, metanol/refluxo por 1 hora.
(adaptado Palace-Berl, 2012).

Os compostos da quimioteca foram submetidos a revisdes dos valores de faixa de
fusdo, a fim de verificar a preservacdo da integridade estrutural das moléculas ou se
continham impurezas interferentes. Os resultados obtidos foram comparados aos
encontrados na literatura e aos valores experimentais previamente reportados (PALACE-
BERL, 2016). Os compostos que apresentaram impurezas foram recristalizados com
DMF/agua. O solido obtido foi novamente filtrado e seco sob pressdo reduzida em
presenca de pentoxido de fésforo.

Para confirmacdo da estrutura, quando necessario, 0s compostos foram
submetidos a espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H)

em espectrémetro Bruker modelo Advance DPX-300 Mhz. DMSO-d6 foi utilizado como
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solvente e TMS (tetrametilsilano) 0,05% como padréo de referéncia interno. Tais analises

foram realizadas no Laboratério de Anélise Instrumental da FCF/USP.

4.2 Determinacéo da atividade anti-Leishmania contra a forma promastigota da L. (L.)

infantum

4.2.1 Cultivo das formas promastigotas de L. (L.) infantum

As formas promastigotas da L. (L.) infantum foram mantidas em meio M199
(Vitrocell, Invitrogen) suplementado com 10% soro fetal Bovino inativado (SFB)
(Vitrocell, Invitrogen), 2% de urina masculina humana filtrada (0,2 puM) e demais
componentes: penicilina (50 mg/L), estreptomicina (50 mg/L); HEPES (40 mHI/L) e
Hemina 25%. As culturas foram mantidas sob 25 °C em estufas de demanda bioquimica
de oxigénio (BOD — Biochemchal Oxygen Demand — Tecnal) e repicadas semanalmente
para manutencdo de culturas em fase exponencial de crescimento para realizacdo dos
ensaios.

Para realizacdo dos ensaios as culturas de L. (L.) infantum foram transferidas para
meio RPMI 1640 (Gibco, USA) contendo L-glutamina ausente de vermelho de fenol,
ambos suplementadas com soro fetal bovino e urina masculina humana (2%). A passagem
de meio foi realizada por meio da centrifugacdo das culturas em fase exponencial de
crescimento (3 a 4 dias), em meio M199 a 1800 x g durante 5 minutos, por duas vezes, e

ressuspensas em meio RPMI 1640.

4.2.2 Determinacdo da curva de crescimento

As culturas de promastigotas em meio RPMI 1640 (10% SFB e 2% urina) foram
diluidas em diferentes suspensdes parasitarias, com concentracio inicial de 5x10°
parasitas/mL e 10x10° parasitas/mL, previamente determinadas por contagem em camera
de Neubauer (NewOptik). Em microplaca de 96 pocos de fundo chato, 200 pL de cada
suspensdo foram transferidos em triplicata. O crescimento das culturas foi acompanhado
durante os tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas.

O crescimento das culturas foi determinado simultaneamente por contagem em
camera de Neubauer e leitura da absorbancia no comprimento de onda 590 nm em

espectrofotdbmetro (EZ Read 400 Research — Vis, Biochrom, Cambridge, UK).
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O tempo medio correspondente para a cultura de parasitas duplicar sua populacao

(tempo de dobramento) foi determinado pela Equacgéo 2 (ROTH, 2006).

tempo (horas)*log2
td= po (horas)og?__ [Equagéo 2]
log Conc Final- log Conc Inicial

4.2.3 Padronizacdo método colorimétrico MTT para ensaios em promastigota

Para a determinacgdo da inibicdo do crescimento das culturas de promastigotas de
L.(L.) infantum em presenca dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos, foi realizada a
padronizacdo dos ensaios de atividade bioldgica a partir do método colorimétrico de
viabilidade celular, utilizando MTT - brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-
2H-tetrazdlio (DUTTA et al., 2005; GEBRE-HIWOT et al., 1992; MOSMANN, 1983).
A analise colorimétrica foi realizada a partir da reducdo do MTT (coloracdo amarela em
solucdo) e a formacdo do composto corado formazan (coloracdo roxa), com leitura em A
=590nm (MOSMANN, 1983).

Solucéo estoque de MTT (5 mg/mL) foi mantida em solucéo salina PBS x1 (pH =
7,4) e armazenada sob refrigeracdo (2 a 6 °C). 10 pL da solucdo de MTT foi adicionado
por poco nas microplacas e incubado por 2 horas a 25 °C em auséncia de luz. Apo6s o
periodo de incubacdo, as microplacas foram centrifugadas a 1800x g durante 15 minutos;
150 pL do sobrenadante foram descartados e foram adicionados 100 pL de
dimetilsulfoxido PA, (DMSQ) pré-aquecido a 60 °C, a fim de auxiliar na solubilizagdo
do formazan resultante. As microplacas foram homogeneizadas durante 30 minutos e a
leitura foi realizada em espectrofotdmetro leitor de microplaca (EZ Read 400 Research —

Vis, Biochrom, Cambridge, UK) no comprimento de onda 590 nm.

4.2.4 Determinagdo da curva de calibragéo

Anterior a determinacdo da atividade anti-Leishmania dos compostos, foi
construida uma curva de calibracdo em microplaca de 96 pocos em meio RPMI 1640
(SFB 10% e 2% urina), com oito pontos, em que cada ponto corresponde a determinada
concentracdo parasitaria (parasitas/mL). A partir da cultura de promastigotas em fase
exponencial de crescimento (3-4 dias), a densidade da suspensdo foi determinada por
contagem em camara de Neubauer e, a partir de diluicdo seriada 1:2, foram determinados

0s demais pontos da curva de calibracdo. O ensaio foi realizado em triplicata, seguindo o
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método com MTT descrito anteriormente. As microplacas foram homogeneizadas e
analisadas em leitora de microplacas a 590 nm (GINOUVES et al., 2014; MOSMANN,
1983). As curvas foram construidas por regressdo linear e teste estatistico ANOVA,

utilizando o programa Minitab 17 (licenca académica).

4.2.5 Determinacdo da atividade inibitéria dos compostos 5-nitro-2-furfulidénicos
contra a forma promastigota da L. (L.) infantum

A quimioteca de compostos previamente sintetizada em outros trabalhos do nosso
grupo (PALACE-BERL et al., 2013, 2015, 2018) foi avaliada quanto a capacidade
inibitéria em relacdo a forma promastigota (extracelular) da L. (L.) infantum., seguindo
adaptacdo de metodologia validada por Jorge e colaboradores (2011) para as diluicdes
dos compostos. Ja a observacdo da capacidade de inibi¢do do crescimento das culturas
parasitarias foi realizada, por meio da adaptacdo de metodologia de viabilidade celular,
utilizando MTT, previamente descrita (DUTTA et al., 2005). Foram considerados como
farmacos de referéncias para os ensaios a Anfotericina B desoxicolato (cedida pela
professora Silvia Reni Bortolin Uliana, Instituto de Ciéncias Biologicas — USP),
miltefosina (cedida pela professora Dra. Carlota de Oliveira Ranguel Yagui, Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — USP). Como composto protdtipo foi utilizada a
nifuroxazida.

A determinacédo da atividade anti-Leishmania foi realizada a partir da concentragao
107 parasitas/mL da cultura de promastigotas de L. (L.) infatum em meio RPMI 1640
(10% SFB e 2% urina masculina humana filtrada). Foram preparadas solucdes estoque
dos compostos e da nifuroxazida, partindo-se de uma massa equivalente a 40.000 umol
de cada composto, diluidas em 1 mL de DMSO, com concentragdo final de 40 mM. Para
os farmacos de referéncia, anfotericina B e miltefosina, foram preparadas solucdes a 20
mM, dissolvidas em DMSO e PBS, respectivamente. Todas as solucdes estoques
utilizadas nos ensaios foram mantidas refrigeradas (2 a 6 °C) por até 3 dias.

A partir da solugcdo estoque foram preparadas as diluicdes 1:2 em placa de pogo
profundo, a fim da obtencdo de solu¢cdes com o dobro das concentragcdes (200 UM —
0,0195 uM), necessaria nos ensaios para, apos a adi¢do da suspensédo parasitaria, obter-
se as concentracdes desejadas (100 pM — 0,0097 puM) dos compostos, farmacos de
referéncia e nifuroxazida. Os ensaios foram realizados com concentracéo final de 1% de
DMSO.
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Uma suspensao parasitaria em fase exponencial de crescimento, com concentragdo de
2*107 parasitas/mL em meio RPMI 10% SFB e 2% urina, foi preparada por meio de
contagem em camera de Neubauer. O volume de 100 pL da suspenséo foi transferido para
microplaca de 96 pocos, de modo a totalizar 200 puL de volume final em cada poco e
concentracéo final de 107 parasitas/mL (2*10° parasitas/poco).

Foram considerados para este ensaio, como controle positivo (CP), solucdo controle
de crescimento do parasita e controle do meio (CM), solucdo de meio RPMI 1640. A fim
de garantir que a presenca de 1% DMSO néo interferisse no ensaio, todos 0s ensaios
foram realizados com solucdes controle do meio RPMI 1640, com 1% de DMSO (CS) e
0 respectivo controle de crescimento da suspensdo parasitaria (CSP) em meio RPMI 1640
1% DMSO. Também foi considerado, para cada concentracdo testada dos compostos,
uma solugdo de “branco analitico” composta pelo meio RPMI 1640 (1% de DMSO) e
cada diluicdo correspondente dos compostos e farmacos de referéncia. A figura 10
representa o layout da microplaca de 96 pogos utilizada para realizagdo dos ensaios de
determinacéo da bioatividade considerada.

Figura 10. Layout do ensaio de inibicdo da atividade de L. (L.) infantum na forma
promastigota contra a quimioteca de compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 200 100 50 25 125 6.25 | 3.125 [ 15625 [ CS CM
B 200 100 50 25 125 6.25 | 3.125 [ 15625 | CS CM
c 200 100 50 25 125 6.25 | 3.125 [ 15625 [ CS C™M
D CS CM
E 200 100 50 25 125 6.25 | 3.125 [ 15625 [ CS CM
F 200 100 50 25 125 6.25 | 3.125 [ 15625 | CS CM
G 200 100 50 25 125 6.25 | 3.125 [ 15625 | CS CM
H CS CM

Coloragéo cinza claro corresponde a diluigdo dos compostos; cinza escuro ao branco dos
compostos; azul escuro ao controle do solvente (CS); azul claro ao controle positivo do
solvente (CSP); verde escuro ao controle de meio (CM) e verde claro ao controle positivo
(CP).

O ensaio foi realizado com incubacdo por 72 horas a 25 °C em atmosfera imida. O
método para determinacdo da capacidade inibitoria dos compostos e farmacos de
referéncia foi realizado por MTT, como descrito anteriormente, e as microplacas foram
analisadas em espectrofotdmetro de microplacas (A = 590 nm). Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicatas com, pelo menos, uma repeti¢céo de ensaio independente.
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4.2.6 Tratamento dos dados obtidos para a determinagéo da antividade anti-Leishmania
(1Cs0)

Os dados de absorbancia (A = 590 nm) resultantes dos ensaios de inibicdo foram

tratados a fim de obter a porcentagem de inibicdo do crescimento das culturas para cada

concentragdo do ensaio, segundo a Equagao 3.

(DOc-DObe) -DObc)

[V =
7olC { (DOp-DObp)

} 100 [Equacéo 3]

Em que:
%IC: porcentagem de inibicao do crescimento;
DOc: densidade Optica (absorbancia) da cultura contendo composto;
DObc: absorbancia do branco analitico;
DOp: densidade 6ptica do controle positivo;

DObp: densidade optica do controle do meio;

Os valores resultantes de %IC para cada concentragéo avaliada foram tratados com
o0 auxilio do programa Origin (verséo 8.0 - licenga académica), empregando-se 0 modelo
sigmoidal ndo linear de curva dose-resposta. As curvas obtidas foram utilizadas para
calcular o valor correspondente a 50% inibicdo de crescimento para cada composto —
1Cso.

4.3 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro da quimioteca de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos em células THP-1 diferenciadas

Os ensaios de determinacdo de citoxicidade, infeccdo e determinacéo de atividade
anti-Leishmania em relacdo a forma amastigota de L. (L.) infantum foram conduzidos no
Laboratorio de Soroepidemiologia e Imunobiologia do Instituto de Medicina Tropical da
Fauldade de Medicina da USP; sob a coordenacdo do Prof. Dr. José Angelo Lauletta
Lindoso. Todos os ensaios foram realizados com o auxilio da Técnica e Doutoranda
Christiane Yumi Ozaki.

Os ensaios de determinacdo da citotoxicidade pelo método de rezarusina foram
realizados sob orientagdo do Prof. Dr. Shane Wilkinson, nas dependéncias do School of
Biological & Chemical Sciences na Queen Mary University of London, durante periodo
de doutorado sanduiche CAPES-PRINT.
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4.3.1 Cultivo e diferenciacdo celular das células THP-1

Células THP-1 de linhagem humana leucémicas monociticas foram cultivadas em
meio RPMI 1640 (Gibco), com vermelho de fenol enriquecido com 10% SFB (Gibco)
inativado. As células foram cultivadas em estufa a 37 °C e atmosfera imida de 5% de
CO.. Manutencdes periddicas a cada 3 dias, para renovacdo do meio de cultura, foram
realizadas até as células atingirem densidade celular de, pelo menos, 107 células/mL para
0S ensaios.

Para obtencéo da suspensao celular, as culturas foram centrifugadas a 200 g por 5
minutos e ressuspensas em 1 mL de meio RPMI. A determinagéo da concentracdo celular
foi realizada por meio de contagem em camera de Neubauer espelhada, visualizadas em
microscopio com aumento de 200 vezes, e com o auxilio do marcador Tripan Blue 0,4%.

O processo de diferenciacdo das células monociticas THP-1 em macréfagos foi
realizado a partir da adicdo de 20 ng/mL de PMA (forbol 12-miristato 13-acetato /
phorbol 12-myristate 13-acetate) a cultura. Ap6s o plaqueamento das células em
microplacas de 96 pocos para o0s ensaios de citoxicidade e microplacas de 24 pocos para
0s ensaios de infec¢do, elas foram mantidas sob incubacédo, em estufa, por 24 horas a 37
°C, em atmosfera com 5% de CO>. Apds tal periodo de incubacao, as células foram, entéo,
lavadas duas vezes com solugéo salina (PBS 1x) e incubadas em meio RPMI 1640 (10%
SFB) durante periodo de 48 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO,. Ap0s esse periodo,
as células de linhagem de mondcitos THP-1 se mostraram completamente diferenciadas

em macrofagos e aderidas & microplaca.

4.3.2 Determinagdo da citotoxicidade dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos em
células THP-1 diferenciadas em macrofagos pelo método de reducdo do MTT

Os ensaios de citotoxicidade realizado pelo método de viabilidade utilizando o
MTT foi realizado para os compostos 1, 2, 8, 13, 15, 27, 39 e 40, sendo acompanhado o
efeito toxico da exposicdo dos compostos para o crescimento das células THP-1
diferenciadas durante o periodo de 24, 48 e 72 horas.

Os ensaios foram realizados com as células THP-1 diferenciadas em placas de 96
pogos de fundo chato propria para cultura celular (COSTAR®, EUA) em meio RPMI
1640, sem vermelho de fenol, suplementado com 5% de SFB. O indice de toxicidade
minima (CCso) correspondente a concentracdo testada responsavel por inibir 50% das
células THP-1 foi determinado para os farmacos de referéncias e 0s compostos
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selecionados da quimioteca. Para tal, 10° células/pogo foram incubadas juntamente com
0s compostos escolhidos pelo periodo de 24, 48 e 72 horas em estufa a 37 °C, em
atmosfera com 5% de CO..

Solucdes estoques de 40 mM em DMSO foram utilizadas para realizacdo dos
ensaios. As diluicdes foram realizadas em microplaca de 96 pocos, a fim de obter faixa
de concentracéo final de 100 uM — 0,1 pM. O ensaio foi realizado em meio RPMI 1640,
sem vermelho de fenol, suplementado com 5% SFB e 0,5% de DMSO. Para 0 ensaio
foram considerados como controles, pogos com meio RPMI 1640 (5% SFB e 0,5% de
DMSO) como controle de meio/branco e pog¢os com células 100% viaveis como controle
positivo.

Ap0s a incubacdo das microplacas, a viabilidade celular foi determinada por meio
do método colorimétrico de viabilidade utilizando MTT (SILVA et al., 2016). As
microplacas foram lavadas com 100 pL de meio RPMI 1640, a fim de garantir a retirada
de qualquer vestigio de cor dos compostos. Foi adicionado 20 pL por poco de solucdo de
MTT (5mg/mL em PBS, filtrado com 0,22 um) e, ap6s incubacdo de 3 horas em estufa
(37 °C em atmosfera com 5% de COy), a fim de parar a reagdo de formacéao de formazan,
foram acrescentados 80 puL de SDS 20% (docecil sulfato sodico — sodium dodecyl
sulfate). As microplacas foram homogeneizadas por 15 minutos ao abrigo da luz, até
completa lise celular e solubilizacdo do formazan, seguida de incubacdo adicionais de 18
horas em estufa (37 °C em atmosfera com 5% de COy), para garantir a solubilizacado
completa dos cristais. Apos esse procedimento executou-se a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro leitor de placa Multiskan® MCC/340 (Brasil) no comprimento de onda
590 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata com repeticdo de um ensaio

independente.

1. Tratamento de dados para a determinacdo da citoxicidade em células THP-1 pelo
método de redugdo de MTT

Os dados de absorbancia resultantes dos ensaios de citoxicidade foram tratados, a

fim de se calcular a porcentagem da concentracdo citotdxica para as culturas de células

de macrofagos correspondente a cada concentragdo de compostos testados, segundo a

Equacdo 4. Todos os célculos foram realizados ap6s a subtracdo da densidade dptica do

branco.

%CC= {1- [E—(‘;;]} <100 [Equacio 4]
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Em que:
CC%: porcentagem de inibig&o do crescimento das culturas
celulares para concentragédo avaliada;
DOc: densidade Optica (absorbancia) da cultura de celulas
em presenca dos compostos;
DOp: densidade dptica do controle positivo, células viaveis

nao tratadas.

Os dados obtidos de porcentagem de inibigc&o para cada concentracao avaliada pelo
ensaio foram tratados com o programa Origin (versdo 8.0 - licenca académica),
empregando-se o modelo sigmoidal ndo linear de curva dose-resposta. As curvas obtidas
foram utilizadas para calcular o valor correspondente a 50% de citotoxicidade de cada

composto (CCso).

4.3.3 Determinacdo da citotoxicidade in vitro da quimioteca de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos em células THP-1 diferenciadas em macrofagos pelo método de
reducdo da resazurina
Os ensaios de citotoxicidade foram realizados para as células THP-1 diferenciadas

em placas de 96 pogos de fundo chato, prépria para cultura celular (COSTAR®, EUA)

em meio RPMI 1640, com vermelho de fenol (10% de SFB). O indice de toxicidade
minima (CCso) correspondente & concentracdo testada responsavel por inibir 50% das
células THP-1 foi determinada para os farmacos de referéncias e os compostos da
quimioteca. Para tal, 2,5x10* células/pogo foram incubadas juntamente com diferentes
concentragcdes dos compostos, durante 72 horas, em estufa a 37 °C com 5% de CO2. Ap6s

0 periodo de incubacdo, o meio de cultura foi lavado duas vezes com meio novo e a

viabilidade celular foi determinada.

A viabilidade das celulas THP-1 foi quantificada pela adicdo de rezasurina com
concentracédo final de 12,5 mg/mL (ou 2,5 mg por poco). As placas foram incubadas
durante 24 horas em 37 °C com 5% de CO: e a florescéncia foi medida em equipamento
leitor de microplaca (Gemini Fluorescent Plate reader - Molecular Devices) no
comprimento de onda de 530 e 585 nm (filtro de 550 nm). Células ndo tratadas foram
consideradas como controle positivo (100% células viaveis) e o branco, ou controle

negativo, foi considerado como meio RPMI sem células ndo tratadas. A mudanga de
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fluorescéncia resultante corresponde a reducdo da rezasurina e € proporcional a
quantidade de células viaveis restantes. Os valores de CCsg correspondentes a toxicidade
dos compostos foram estabelecidos em relacdo a viabilidade do controle positivo.

2. Tratamento de dados e determinacdo da citoxicidade em células THP-1 pelo
método de reducédo de Resazurina

Os dados de fluorescéncia resultantes dos ensaios de suscetibilidade e

citotoxicidade foram tratados a fim de obter a porcentagem de inibi¢do do crescimento

das culturas parasitarias e celulares referentes a cada concentracao testada pelos ensaios.

A quantificacdo da producao de fluorescéncia correspondente a cada concentracdo de

composto testada (fl¢) foi realizada seguindo a Equacéo 5.

Flc =fl, - fly [Equacéo 5]
Em que:
fl; : valor de fluorescéncia bruta obtida em cada pogo;

flp: valor da fluorescéncia do branco.

Em seguida, os valores correspondentes & média da fluorescéncia de cada
concentracdo testada (uM) foram entdo convertidos para porcentagem de crescimento,

relativo a média das fluorescéncias correspondente ao controle positivo (fl,) (Equagéo 6).

% crescimento = fl/fl, x 100 [Equacéo 6]

Os valores resultantes de porcentagem de crescimento correspondentes a cada
concentracdo avaliada foram plotados com o auxilio do programa GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc.), empregando-se 0 modelo de regressdo sigmoidal ndo linear
para obtencdo das curvas dose-resposta. As curvas obtidas foram, entdo, utilizadas para
calcular o valor correspondente a concentragdo responsavel por 50% de inibicdo de

crescimento das culturas celulares (CCsp) para cada composto testado.

4.4 Padronizacdo da infeccdo de macréfagos THP-1 diferenciados com promastigotas
de L. (L.) infantum
Para o processo de infeccdo dos macréfagos diferenciados provenientes de células

THP-1, foram utilizados promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L. (L.)
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infantum (cepa MHOM/BR/1972/LLD46), gentilmente disponibilizada pelo prof. Dr. José
Angelo Lauletta Lindoso do Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
USP. A padronizagdo da infeccdo foi realizada considerando-se as condicdes de
proporcéo promastigotas/macréfagos (10:1 e 5:1) e a quantidade de horas de infeccao (4
e 6 horas).

Os ensaios foram realizados em microplaca (COSTAR®) de 24 pocos contendo
laminulas de 13 mm de didmetro. Células THP-1 diferenciadas foram distribuidas em
meio RPMI 1640 (Gibco), com vermelho de fenol suplementado com 5% SFB na
concentragio de 5x10° células/poco. Foram adicionadas as microplacas solucdes de
cultura parasitaria nas proporg¢des de 10:1 e 5:1 (promastigota: macr6fagos) e estas foram
incubadas a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO2 em estufa, sob as duas variagdes de
horas de infeccdo, 4 e 6 horas. Ap6s o periodo de infeccdo, os parasitas extracelulares
foram removidos por lavagem com PBS aquecido. O meio de cultura foi renovado e as
microplacas foram incubadas durante os tempos de 24 a 72 horas em estufa (37 °C em
atmosfera com 5% de CO>). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Ao final do periodo de incubacdo, as laminulas foram coradas utilizando-se
corante panotico rapido (NewProv, Brasil), segundo instrucbes do fabricante, e fixadas
em laminas com Permount (Fisher Scientific, EUA). Por fim, foram lidas 900 células por
condicdo avaliada, em microscopia ética de imersdo, com aumento de 1.000x. A
porcentagem de infeccdo foi determinada pela razdo entre células infectadas tratadas pelo
namero total de células contadas, multiplicadas por 100. Além disso, o parasitismo, ou
seja, 0 numero de amastigotas/100 células, foi determinado para cada concentracdo dos
compostos analisada, utilizando-se da Equagéo 7.

n? de amastigotas nQde células infectadas

Parasitismo/100 cé€lulas = [ ] x100 [Equagéo 7]

ne total de células ne total de células

4.5 Capacidade anti-Leishmania de compostos nitro-heterociclicos contra a forma
amastigota da L. (L.) infantum
Culturas de promastigotas de L. (L.) infantum foram mantidas em meio M199 (10%
SFB e 2% urina masculina humana), periodicamente repicada a cada 4 dias. Todos 0s
ensaios foram realizados de maneira a que a cultura ndo fosse repicada mais que 4 vezes.
A avaliacio do parasitismo foi determinada com 5x10° células/poco de macrdfagos

THP-1 diferenciados em laminulas circulares de 13 mm, em placas de 24 pogos cultivados
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em meio RPMI 1640 com vermelho de fenol suplementado com 5% SFB. ApGs processo
de diferenciacdo, as placas foram infectadas com cultura de promastigota de L. (L.)
infantum em fase estacionaria (4 dias) na proporg¢do 10:1 (promastigotas:células) durante
6 horas de incubacéo (37 °C, 5% de COy). A seguir, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS a 37 °C, a fim de se retirar todos os parasitas nao internalizados.

Os compostos foram incubados apos esse periodo nas concentracdes de 50 uM, 25
UM, 12,5 uM e 6,12 uM. Células infectadas néo tratadas foram utilizadas como controle
positivo. Todos os ensaios foram realizados com 0,5% de DMSO. Os ensaios foram
realizados em triplicata com repeticédo de, pelo menos, 1 ensaio independente.

Foram avaliados os impactos dos compostos no parasitismo durante 24 e 48 horas
de incubacéo. As laminulas foram coradas utilizando corante panoptico e fixadas em
laminas com Permount. Foi realizada, no total, a contagem de 300 células por poco,
correspondente a cada concentracdo avaliada, em triplicata, dos compostos com repeticdo
de um ensaio independente (total de 9.000 células contadas por composto).

O impacto das diferentes concentracdes testadas em relacdo a proliferacdo dos
amastigotas intracelulares em células THP-1 diferenciadas foi analisado através da

determinacéo do parasitismo (Equacdo 7) e porcentagem de infecgéo.

4.6 Dosagem de oOxido nitrico (NO) em macréfagos THP-1 diferenciados infectados
com amastigotas de L. (L.) infantum expostos aos compostos nitro-heterociclicos

A producéo de oxido nitrico foi avaliada a partir da concentracdo de NO> formada
nas células THP-1 apos infeccdo e exposicdo ao tratamento com 0s compostos. A
quantificacdo foi realizada a partir da retirada do sobrenadante dos macréfagos infectados
com amastigotas de L. (L.) infantum ap6s o ensaio de determinagdo da inibicdo da carga
parasitaria das células ap6s os periodos de incubacgdo de 24 e 48 horas em estufa com
atmosfera de 5% de COza 37 °C.

O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos, onde 50 pL dos sobrenadantes foram
distribuidos em triplicatas e adicionadas 50 pL do reagente de Griess (sulfanilamida 1%
diluida em HsPO4 2,5% e diamino naftaleno diidroclorado, também diluido em &cido
fosforico 2,5%), incubados sob temperatura ambiente (10 minutos) e protegidos da luz.
A quantificagcdo de NO foi realizada com a construgdo, em todos os ensaios, de curvas de
calibracdo, a partir do reagente padrao nitrito de sédio (NaNO2), com concentracéo inicial
de 100 uM, em diluices seriadas (1:2) em RPMI 1640 suplementado com 5% de SFB.
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As leituras foram feitas em espectrofotémetro leitor de placa Multiskan® MCC/340
(Brasil), em comprimento de onda regulado para 540 nm. Os dados de absorbancia
obtidos foram computados em média e desvio-padrdo em triplicata de, pelo menos, dois
ensaios independentes e comparados com a curva de calibracdo, utilizando-se o programa
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, S&o Diego, CA, EUA).

4.7 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de macrofagos THP-1 infectados
com amastigotas de L. (L.) infantum e tratados com compostos nitro-heterociclicos

Para a realizagdo da andlise de alteracGes das ultraestruturas de amastigotas
intracelulares através da MET, 5x10° células THP-1 diferenciadas, cultivas em 10 mL de
meio RPMI 1640 suplementado com 5% de SFB, foram infectadas com promastigotas de
L. (L.) infantum na proporcdo de 10:1 em placas de Petri. Para a analise, foram
considerados, como controle negativo e positivo, amostras de macr6fagos néo infectados
e macrofagos infectados com amastigotas de L (L.) infantum, respectivamente. Quanto
aos compostos e aos farmacos de referéncias analisados, foram analisadas amostras de
macréfagos infectados expostos a 50 pM dos compostos 40, 15 e 2; assim como
macréfagos infectados tratados com 12,5 uM de miltefosina e 25 uM de anfotericina B,
apos 48 horas de incubacdo em 37 © C em atmosfera com 5% de COa.

Em seguida, as células foram, entdo, descoladas da placa com auxilio de cell
scraper e solucdo de PBS gelado. A viabilidade dos macréfagos apds descolamento foi
monitorada por contagem em camara de Neubauer, utilizando-se Trypan Blue. Cerca de
5x10° células foram centrifugadas a 200 g por 5 minutos para a formacdo de um pellet
visivel e, em seguida, fixadas com glutaraldeido 1%.

As etapas de processamento e preparo de amostras foram realizadas com o auxilio
da técnica de laboratério Cleusa Fumica Hirata Takakura, do departamento de Patologia,
da Faculdade de Medicina da USP. A leitura do material foi realizada na sessdo de
multiusuarios de Microscopia eletrénica da Faculdade de Medicina da USP, com
microscopio eletronico JEOL JEM 1400.

4.8 Determinacdo da atividade anti-Leishmania contra aforma promastigota e
amastigota de L. (L.) major
Os ensaios de determinacdo da atividade anti-Leishmania contra as formas

promastigotas e amastigotas da Leishmania (Leishmania) major foram realizados sob
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orientacdo do Prof. Dr. Shane Wilkinson, nas dependéncias do School of Biological &

Chemical Sciences at Queen Mary University of London.

4.8.1 Cultivo das formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) major

Culturas da forma promastigotas de L. (L.) major MHOM/80/Friedlin foram
mantidos em meio 199 (M199) suplementado com bicarbonato de sodio (4 mM);
penicilina (50 mg/L), estreptomicina (50 mg/L); HEPES (40 mM); Hemina 25%; pH: 7.4;
adenina (0,1 mM); hemina (0,0005% wi/v) (todos Sigma Aldrich). As culturas foram,
entdo, adicionalmente suplementadas com 20% de Soro Fetal Bovino (SFB) inativado por
temperatura e mantidas em estufa (27 °C).

As formas de promastigotas metaciclicos foram selecionados por meio da reacéo
de aglutinacdo com PNA (Peanut agglutinin) e utilizados para realizar a infeccdo em
células THP-1. Garrafas de 50 mL de cultura do parasita em fase estacionaria (7 a 10 dias)
foram incubadas em temperatura ambiente durante 15 minutos em presenca de 50 mg/L
de PNA (Sigma Aldrich). Em seguida, as culturas foram centrifugadas (100g durante 5
minutos) duas vezes e lavadas com solucdo salina PBS (x1). Os promastigotas
metaciclicos foram, entdo, colhidos a partir do sobrenadante resultante e a quantidade de
parasitas necessdria para obtencdo da concentracdo desejada (parasitas/mL) para
realizacdo da infeccdo em células THP-1 foi determinada mediante contagem manual em
camara de Neubauer.

As formas amastigotas de L. (L.) major utilizadas para realizacdo dos ensaios de
suscetibilidade dos compostos nitro-heterociclicos foram obtidas subsequentes a infec¢cdo
das culturas de promastigotas metaciclicos em células THP-1 diferenciadas. Os
promastigotas na proporcao 20:1 foram transferidos para placas de 96 pogos de fundo
chato (Costar®), contendo 2,5x10* de células/mL de células THP-1 diferenciadas. As
placas foram, entdo, incubadas overnight em estufa a 37 °C, em atmosfera com 5% de
CO.. Em seguida, os parasitas extracelulares foram removidos por lavagem cuidadosa
com meio RPMI e, em seguida, as placas foram incubadas nas mesmas condi¢des (37 °C
com 5% de COy), durante o periodo de 72 horas, correspondente aos ensaios de inibigdo

de crescimento em presenca dos compostos.
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4.8.2 Ensaio de inibigéo de crescimento das formas promastigotas de L. (L.) major

Os ensaios de inibicdo da forma promastigotas de L. (L.) major foram realizados
seguindo o mesmo protocolo de preparo para 0s ensaios realizados com L. (L.) infantum.
Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (Costar®), utilizando culturas em fase
log tardia de crescimento (3 a 4 dias). Foram transferidos volume de 200 pL por po¢o das
culturas em concentragdo de 5x10° parasitas/mL e as placas foram incubadas juntamente
com diferentes concentrages dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos e nifurtimox
(NFX) como farmaco de referéncia. Para realizacdo dos ensaios de inibicdo do
crescimento dos parasitas, as placas foram incubadas durante 6 dias, em temperatura de
27 °C e atmosfera imida com 5% de CO-,

A viabilidade das culturas de parasita foi quantificada por meio da adi¢do de
rezasurina, com concentracdo final de 12,5 mg/mL (ou 2,5 mg por pogo). As placas foram,
entdo, incubadas durante 24 horas em 27 °C com 5% de CO; e a florescéncia resultante
foi medida em equipamento leitor de microplaca (Gemini Fluorescent Plate reader -
Molecular Devices) nos comprimentos de onda de 530 e 585 nm (filtro de 550 nm). A
mudanca de fluorescéncia obtida correspondente a reducéo da rezasurina é proporcional
ao numero de parasitas viaveis. As culturas ndo tratadas correspondentes aos parasitas
100% viaveis foram consideradas como controle positivo e po¢os contendo meio de
cultura, com auséncia de parasitas e células (0% crescimento de parasitas), considerados

como branco ou controle negativo.

4.8.3 Ensaio de inibicdo de crescimento das culturas de amastigotas de L. (L.) major

Os ensaios de suscetibilidade das formas amastigotas de L. (L.) major,
determinados pela quantificacdo da atividade da enzima luciferase, foram realizados com
0s compostos 1, 2, 8, 13, 15, 39 e 40.

De acordo com protocolo estabelecido por Voak (2013), foram utilizadas cepas
de amastigotas de L. (L.) major capazes de expressar luciferase. Células THP-1
diferenciadas foram distribuidas em concentracéo de 2,5 x 10* células/mL para volume
de 200 puL em microplacas de 96 pocos de fundo chato (Costar®). Promastigotas
metaciclicos de L (L.) major na condigdo de 20:1 (promastigota: macrofagos) foram
transferidos para as placas e incubados overnight a 37 °C (5% de CO,). Parasitas

extracelulares foram removidos por lavagem, utilizando-se PBS aquecido, e as placas
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foram incubadas juntamente com diferentes concentracfes dos compostos e farmacos de
referéncia, durante 72 horas, em estufa (37 °C com 5% de COy).

Apos o periodo de incubacéo, o meio de cultura foi retirado e as células foram
lavadas duas vezes com meio RPMI, a fim de se remover os parasitas extracelulares. A
atividade da enzima luciferase foi determinada por meio do kit Promega - Luciferase
assay system. A solucdo de substrato da luciferina foi preparada adicionando 10 mL do
tampao de reacdo oferecido pelo kit com o pd do substrato liofilizado. Para avaliacdo da
atividade da luciferase, as culturas de células foram lizadas a partir da adicdo de 100 pL
da solucé@o Promega de lise celular (lysis buffer). Aliquotas de 10 pL das amostras foram
transferidas para placas de 96 pogos de fundo branco e a emissdo de luminescéncia foi
quantificada em aparelho luminémetro leitor de microplacas (BMG microplate reader-
LabTech). A solucédo de substrato da enzima (Promega) foi adicionada manualmente aos
pocos analisados ou fornecida ao luminémetro, o qual injetou, automaticamente, volume
de 50 pL do reagente ¢, ap6s 0,1 segundos, foi realizada a leitura da luminescéncia a cada
10 segundos em um ciclo total de 70 segundos.

4.8.4 Tratamento de dados obtidos para determinacdo da antividade anti-Leishmania
(1Cs0)

Os dados de fluorescéncia resultantes dos ensaios de suscetibilidade contra as
formas promastigotoas da L. (L.) major foram tratados a fim de se obter a porcentagem
de inibicdo do crescimento das culturas parasitarias e celulares referentes a cada
concentracdo testada pelos ensaios. A quantificacdo da producdo de fluorescéncia
correspondente a cada concentracdo de composto testada (flc) foi realizada seguindo a
Equacéo 8.

flc = fl; - fly [Equacéo 8]
Em que:
fl; : valor de fluorescéncia bruta obtida em cada poco;

fly: valor da fluorescéncia do branco.

Em seguida, os valores correspondentes a média da fluorescéncia de cada
concentracéo testada (UM) foram, entdo, convertidos para porcentagem de crescimento,

relativo a média das fluorescéncias correspondente ao controle positivo (fl,) (Equagéo 9).
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% crescimento = fly/fl, x 100 [Equacdo 9]

Os valores resultantes de porcentagem de crescimento correspondentes a cada
concentracdo avaliada foram plotados com o auxilio do programa GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc.), empregando-se 0 modelo de regressdo sigmoidal ndo linear
para obtencéo das curvas dose-resposta. As curvas obtidas foram, ento, utilizadas para
calcular o valor correspondente a concentragdo responsavel por 50% de inibicdo de
crescimento das formas promastigotas (ICso) para cada composto testado.

Quanto aos valores de atividade dos compostos testados contra as formas
amatigotas da L. (L.) major, os dados de luminescéncia foram coletados pelo aparelho
(BMG microplate reader- LabTech), por meio da quantificacdo do foton liberado durante
a reacdo entre a luciferase, presente nas formas intracelulares, e o substrato. A
luminescéncia produzida é, dessa forma, correspondente a quantidade de parasitas viaveis
e o valor de I1Cso para cada composto foi estabelecido a partir da comparacdo com o
controle positivo. Para o ensaio, foram cosiderados como controles pogos com
macrofagos viaveis infectados ndo tratados (controle positivo) e macréfagos vidveis ndo
infectados e ndo tratados (controle negativo ou branco).

A quantificacdo da producéo de luminescéncia correspondente a cada concentragdo
de composto testada foi utilizada para calcular a porcentagem de crescimento
correspondente. Os dados foram obtidos de maneira similar ao descrito acima com as
equacoes (8 e 9). Com o auxilio do programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software
Inc.), a partir de regrecdes sigmoidais néo lineares, 0s respectivos valores de concentragio
responsavel por inibir 50% do crescimento das formas amastigotas (ICso) da L. (L.) major

dos compostos analisados foram calculados.

4.9 Investigacdo do mecanismo de acdo da quimioteca de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos envolvendo a enzima nitroredutase
A fim de avaliar se 0s compostos nitro-heterocilicos sdo metabolizados pela enzima
nitroredutase (NTR) presente nos parasitas tripanossomatideos, foi avaliado a
suscetibilidade de linhagens mutantes de Trypanosoma brucei capazes de serem
induzidas a expressar a enzima nirtoredutase do tipo 1 em excesso (TONTR). A linhagem
mutante de parasitas foi disponibilizada pelo Prof. Dr. Shane Wilkinson, obtido

previamente pelo seu grupo de pesquisa (WILKINSON et al., 2008).
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Para tal, as formas tripomastigotas presentes na corrente sanguinea (blood stream
form - BSF) do hospedeiro vertebrado de T. brucei foram cultivadas em meio HMI-9
(Invitrogen) suplementado com bicarbonato de sédio (3 g/L), B-mercaptoetanol (0,0014%
v/v) (denominado de meio HMI-11). O meio HMI-11 foi suplementado ainda com 10%
de SFB inativado. As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera Umida,
com 5% de CO2 As culturas correspondentes as cepas de TBNTR (mutantes que
expressam NTR do tipo 1 em excesso) foram cultivadas nas mesmas condig¢Oes das
culturas de T. brucei wild-type.

Todos os ensaios de inibicdo do crescimento foram realizados em placas de 96
pocos (Costar®). As culturas de BSF T. brucei em fase log de crescimento (1 dia de
incubac&o) foram transferidas na concentracdo de 1 x 10* parasitas/mL em volume de 200
puL/poco em meio HMI-11, incubadas juntamente com as concentracfes desejadas dos
compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos e nifurtimox (farmaco de referéncia). Apds periodo
de incubacdo das placas em 37 °C em atmosfera com 5% de CO> v/v durante as 72 horas,
a resazurina foi utilizada a fim de avaliar a viabilidade das culturas.

Os ensaios realizados com a cepa de T. brucei que expressam NTR em excesso
foram realizados seguindo 0os mesmos parametros da forma wild-type comentados acima,
mas foram adicionalmente incubados com 1 pg/mL de tetraciclina, que funciona como
agente indutor de expressdo génica. Os ensaios foram organizados de forma que a
suscetibilidade das culturas aos compostos analisados foi realizada nas condicdes de
presenca e auséncia de tetraciclina na mesma placa.

Apos incubacéo de 72 horas, rezasurina com concentragdo final de 12,5 mg/mL (ou
2,5 mg por poco) foi adicionada as placas, as quais foram incubadas adicionalmente entre
8 e 16 horas, em estufa a 37 °C com 5% de CO2. A florescéncia foi medida em
equipamento leitor de microplaca (Gemini Fluorescent Plate reader - Molecular Devices)
nos comprimentos de onda de 530 e 585 nm (filtro de 550 nm). A mudanca de
fluorescéncia obtida corresponde a reducgéo da rezasurina e € proporcional ao numero de
células viaveis restantes. Culturas ndo tratadas (parasitas 100% viaveis) foram
consideradas como controle positivo e meio de cultura com auséncia de parasitas e células
(0% crescimento de parasitas), como branco ou controle negativo. Os dados obtidos
foram tratados conforme topico 4.8.4 “Tratamento de dados obtidos para determinagao

da antividade anti-Leishmania (1Cso)”.
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4.10 Métodos de modelagem molecular e quimiometria utilizados para a investigacéo

das relac@es entre estrutura quimica-propriedades moleculares-atividade biologica

As relaces estrutura-atividade do conjunto de compostos que apresentaram
atividade biologica contra a forma promastigota da L. (L.) infantum foram estabelecidas
através de método quimiométrico de reconhecimento de padrGes ndo supervisionado,
como anélise exploratéria de dados, que compreende a andlise de agrupamentos
hierarquicos HCA (hierarchical cluster analysis) e analises de componentes principais,
PCA (principal componentes analysis), complementando a identificacao de activity cliffs
(AC-“picos” de atividade bioldgica). Para isso foi utilizado um computador para as
analises com sistema operacional Linux Mint (maquina virtual VMware Workstation 14
Player) e Windows 7; Dell ®; Intel Core i7™, 240 GHz, RAM 8.0 GB, NIVIDIA®
GeForce GT 30100.

4.10.1 Conjunto de dados e construcdo dos modelos tridimensionais (3D) da quimioteca
de compostos

A construcdo das estruturas 2D e 3D dos 40 compostos e da nifuroxazida foi
realizada com o auxilio do programa HyperChem Professional 8.0 (HYPERCUBE,
2008). A estrutura cristalografica da nifuroxazida, depositada no banco de dados
Cambride Structural Database (CSD) (GROOM et al., 2016), sob o codigo LEQTAC
(PNIEWSKA; JANUCHOWSKI, 1998), foi utilizada como referéncia de arcabouco
quimico para o desenho da estrutura quimica dos demais compostos. O estado de
protonacado de cada estrutura foi verificada para faixa de pH 7,4, a fim de determinar qual
forma (molecular ou ionizada) os compostos se apresentam na faixa de pH utilizada nos
ensaios bioldgicos e, a partir dessa informacéo, os compostos foram desenhados na forma
molecular.

A estrutura de cada composto foi, entdo, parametrizada com o campo de forca
empirico MM+ (mecanica molecular) (ALLINGER, 1977) e as geometrias foram
otimizadas com o método de gradientes conjugados de Polak-Ribiére. As cargas atbmicas
parciais de ponto unico (single-point) foram calculadas pelo método de mecéanica
guéantica semi-empirico PM3 (Parameterized Model number 3) (DE PAZ; CILLER,
1993), implementados no HyperChem 8 (HYPERCUBE, 2008).

A analise conformacional da quimioteca foi realizada a partir do programa open
access Balloon (disponivel em: http://users.abo.fi/mivainio/balloon/index.php). Foram
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gerados até 200 conformac0es, considerando-se 0 numero de ligacGes rotaveis de cada
composto (EBEJER; MORRIS; DEANE, 2012). As conformacgdes de minimos locais
foram selecionadas e novamente minimizadas, como descrito anteriormente. As
estruturas tridimensionais resultantes foram utilizadas como estruturas de entrada (input)

para o calculo das propriedades moleculares (descritores ou variaveis independentes).

4.10.2 Calculo dos descritores/propriedades moleculares da quimioteca de compostos 5-
nitro-2-furfurilidénicos

As propriedades eletronicas foram calculadas com o programa Gaussian GO3W
(Gaussian 03W for Windows, versao 6; Gaussian Inc.: 1995-2003, Pittsburgh, PA, EUA),
utilizando-se o método funcional hibrido B3LYP e o conjunto de base 6311G** (d,p). As
cargas de potencial eletrostatico (CHELPG) de cada a&tomo foram calculadas pelo método
de Breneman e Wiberg (1990), para reproduzir potencial eletrostatico molecular. Foram
considerados os atomos que compde o esqueleto quimico do grupamento 5-nitro furano
e porcdo N-acilhidrazona (azometinica). Outros descritores moleculares eletrdnicos
calculados, como momento dipolo nos eixos X, y e z e total; energia de orbitais
moleculares de fronteira HOMO (orbital molecular de maior energia, highest occupied
molecular orbital), LUMO (orbital molecular de menor energia, lowest unoccupied
molecular orbital) e gap (diferenca entre HOMO e LUMO).

Os descritores moleculares de natureza estrutural foram calculados com o programa
HyperChem 8.0 (HYPERCUBE, 2008). Foram considerados os angulos (°) de torsdes dos
atomos que compdem as diedrais 1C-5N-4N=6C (Al); 30-1C-4N-H (A2), 4AN-5N=6C-
H (A3) e 4N-5N=6C-8C (A4). As distancias das ligacdes (A) entre os 4&tomos (D1, D2,
D3 e D4) também foram consideradas.

Dados experimentais (PALACE-BERL et al., 2015, 2018) de deslocamento
quimico determinados por RMN de hidrogénio e carbono (*H e *3C) foram considerados
para o conjunto de dados de descritores. Foram incluidos os dados espectrométricos para
o0 carbono carbonilico (RMNC1), hidrogénio ligado ao hidrogénio imidico (RMNH4) e
hidrogénio ligado ao carbono azometinico (RMNHS).

Os demais descritores de natureza topologica, hidrofobica e constitucionais foram
calculados com o programa Marvin Sketch (Marvin Sketch, versdo 20.13; ChemAxon
Ldt.: 1998-2010 Budapeste, Hungria). O coeficiente de parti¢do octanol/dgua (ClogP) foi
calculado utilizando-se o método de pesos do programa, uma adaptacdo do método de
Viswanadhan et al. (1989). Os coeficientes de particdo em faixas especificas de pH (Clog
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D) foram calculados para faixas de pH acido, neutro e basico, denominados logD2, logD7

e logD10, respectivamente.

4.10.3 Analise exploratéria de dados

Os dados para a analise exploratdria foram organizados em tabela, composta por
trinta e nove linhas (nimero de amostras), correspondentes aos compostos da quimioteca,
acrescida da nifuroxazida, que apresentaram valores de atividade bioldgica contra a
forma promastigota da L. (L.) infantum (exceto compostos 14 e 31) e oitenta e quatro
colunas (variaveis independentes) compostas pelas 84 propriedades moleculares
calculadas mais os valores em poténcia da atividade biologica (plCso), considerada como
varidvel dependente. Cabe ressaltar que a variavel dependente ndo é levada em
consideracdo na modelagem dos dados, visto que os métodos utilizados nessa abordagem
s&o ndo supervisionados.

Previamente a andlise exploratdria, foram consideradas duas etapas prévias de
selecdo de variaveis, que consideram a variavel dependente em sua selecdo: (i) coeficiente
de correlacdo de Pearson e (ii) graficos de dispersdo das propriedades moleculares versus
AB (atividade bioldgica). A aplicacdo desses filtros tem com objetivo identificar e
eliminar descritores redundantes, menos representativos ou ruidos para o conjunto de
dados estudado.

Foram calculados o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre cada descritor e
os dados de atividade bioldgica. Em seguida, a tendéncia da distribuicdo dos dados
calculados (propriedades moleculares diretamente relacionados a estrutura quimica) foi
visualizada em graficos de dispersdo (scatter plot) entre cada variavel independente
versus a variavel dependente (pICso versus cada descritor). Foram considerados como
descritores relevantes para o estudo 0s que apresentaram dispersdao ampla e tendéncia
linear em relacdo a atividade bioldgica, ja que o programa utilizado para a analise
exploratéria (Pirouette 3.11, Infometrix Inc., 1990-2003, Woodinville) ndo considera
funcGes néo lineares na modelagem de dados, portanto foram eliminados descritores com
pouca ou nenhuma variabilidade (dispersdo) de dados (FERREIRA, 2015, 2002;
KIRALJ; FERREIRA, 2010). Apos a selecdo de variaveis, a tabela final obtida (linhas =
amostras/ compostos; colunas = descritores ou variaveis independentes) foi utilizada para
a analise exploratoria de dados.

A analise exploratoria de dados propriamente dita compreende a analise de
componentes principais, PCA (Principal Component Analysis) e analise de agrupamento
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hierarquico, HCA (Hierarquical Cluster Analysis). Todos os procedimentos foram
conduzidos utilizando o programa Pirouette 3.11 (Pirouette 3.11, Infometrix Inc., 1990-
2003, Woodinville). A matriz resultante, ap6s a aplicacdo dos filtros de sele¢do de
variaveis, composta pelos descritores calculados e valores de atividade biologica em
unidade logaritmica, teve seus valores autoescalados (cada descritor foi centrado na
média e dividido pelo desvio-padrdo de cada uma), como pré-processamento para 0S
métodos HCA e PCA.

A analise de HCA foi realizada considerando-se o método de agrupamento
completo e distancias euclideanas. Foi utilizado o indice de similaridade (IS) para
determinar a semelhanca entre os agrupamentos (clusters), cujos elementos variam de 0
a1, em que 1 é equivalente & similaridade méaxima. O indice consiste nos elementos que
formam a matriz de similaridade, composta pelas distancias calculadas entre pares das
amostras. Os resultados dos agrupamentos foram expressos em graficos de arvore
hierdrquica (dendrogramas), para compostos/amostras e descritores/propriedades
moleculares.

O modelo de PCA foi contruido de modo que a analise das componentes principais
foi realizada a partir da decomposi¢do do conjunto de dados, o que resultou na matriz de
escores (relacionada as amostras) e pesos (relacionadas aos descritores). Pelo programa
Pirouette 3.11 foram estabelecidos o nimero ideal de fatores (componentes principais) e
o diagnostico de amostras atipicas, ou outliers, a partir do grafico da distancia de
Mahalanobis versus distancia residual das amostras (FERREIRA, 2015, 2002), utilizando
um intervalo de confianca de 95%. A distancia de Mahalanobis é calculada pela Equacédo
10.

MD;= (t; — t )S (t; — t) [Equagdo 10]
Em que:
S: escores da matriz de covariancia;

T: vetor de escore médio.

Assumindo-se que as distancias de Mahalanobis apresentam distribui¢cdo normal,
as amostras sdo consideradas outliers quando excedem o valor critico, a partir da
distribuicdo qui-quadrada com k graus de liberdade. Cabe ressaltar que somente a analise

exploratéria ndo é suficiente para determinar se compostos podem ser considerados
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amostras atipicas. A aplicacdo de outros métodos complementares deve ser considerada

para este fim.

4.10.4 ldentificacdo dos activity cliffs dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos com

atividade contra a L. (L.) infantum

A identificacdo dos “picos de atividade”, activity cliffs (AC), entre pares ou
conjunto de moléculas foi determinada a fim de se identificar variagbes estruturais
significantes para a atividade bioldgica. Inicialmente, foram calculados os coeficientes de
similaridade bidimensionais de Tanimoto (1957) com o programa Babel (O’BOYLE et
al., 2011), entre cada par de amostras do conjunto de dados (Equacdo 11). Cada
subestrutura representa um conjunto de caracteres que, combinados, descrevem, de
maneira bidimensional, as moléculas (PICCIRILLO; DO AMARAL, 2018). Os valores
do coeficiente de Tanimoto variam de O a 1, em que 1 representa uma completa

sobreposicao das subestruturas, ou seja, similaridade maxima.

N¢
(Na‘”vb_Nc)

Tanimoto(a,b) = [Equacdo 11]

Em que, para cada par de moléculas:
Na: subestruturas presentes na molécula “a”;
Np: subestruturas presentes na molécula “b”

Nc: subestruturas presentes em ambas as moléculas.

Os valores de similaridade do coeficiente de Tanimoto foram utilizados para
calcular o indice de mapeamento da estrutura-atividade - SALI (structure activity
landscape) (GUHA et al., 2008), determinado pela Equacéo 12. A equacéo original foi
modificada a fim de se evitar valores 1 de similaridade. Tal modificacdo foi realizada para
evitar situagcbes em que pares de moleculares altamente semelhantes entre si possam
apresentar valores de similaridade de Tanimoto igual a 1 e resultem em valores nédo
definidos, ao se aplicar a equacdo de SALLI, isto é, apresentem denominador igual a zero.
O indice SALI foi usado para quantificar e identificar os activity cliffs e complementar as

interpretacdes de relagOes-estrutura atividade.
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[Ai-Aj]

SALI= 1,05- SIMi’j

Equacéo 12

Em que:
AilA;: valores de atividade bioldgica (pICso) entre o par de moléculasi e j
SIMi: coeficiente de similaridade de Tanimoto entre o par de moléculasii e j.

As redes de AC para o conjunto de compostos foram construidas e visualizadas
com o programa GEPHI (BASTIAN; HEYMANN; JACOMY, 2009). Cada composto foi
atribuido a rede como os nodos e os valores de SALI, como arestas. Um filtro foi aplicado

aos valores de SALI, de maneira a melhorar a visualizacdo dos AC mais significantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Quimioteca de compostos 5-nitro-furfurilidénicos

O planejamento da série de 40 compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos com estrutura
analoga a nifuroxazida foi realizada visando o seu potencial anti-T. cruzi. Baseados em
trabalhos anteriores (JORGE et al., 2013; PALACE-BERL et al., 2013, 2015; PAULA,
SERRANO; TAVARES, 2009), os grupos substituintes foram escolhidos levando-se em
consideracdo propriedades fisicoquimicas que influenciam as caracteristicas
farmacodindmicas e farmacocinéticas de uma molécula, tendo como norteadores 0s
principios estabelecidos por Lipinski (1997).

Proposta por Lipinski, a regra dos cinco (RO5 - rule of five) procura sugerir a
“drugabilidade” de uma molécula e representou um grande avanco da Quimica Medicinal,
tornando a busca por novos farmacos mais eficiente. Tais regras procuraram identificar
pardmetros relacionadas a solubilidade e a permeabilidade de compostos, para tornar
compostos farmacologicamente ativos absorviveis por via oral (LIPINSKI, 2004).

Apesar de ndo serem regras quantitativas ou incabiveis de excec¢es, candidatos a
farmacos que obedecem a RO5 tém mais chance de serem bem sucedidos em ensaios
clinicos (LIPINSKI, 2004). Para pesquisas envolvendo o planejamento de novos
candidatos a farmaco com a¢do fungicida ou antiparasitaria, € importante notar que a RO5
deve ser menos rigorosa, haja vista que muitos candidatos a farmacos que ndo cumprem
duas ou mais regras sdo identificados pelo potencial farmacol6gico em triagens
fenotipicas (DOAK; KIHLBERG, 2017). Dado o fato de que o desenvolvimento de
medicamentos antiparasitarios é infelizmente subfinanciado, critérios menos rigorosos
permitiriam que mais compostos percussores fossem desenvolvidos (MCKERROW,;
LIPINSKI, 2017).

A RO5 lista os critérios que 0s compostos devem apresentar para serem absorvidos
por via oral, distribuidos pelo organismo com estabilidade, metabolizados e que se
mantenham no organismo até exercerem o efeito farmacoldgico desejado.

Para se enquadrar em tais condicOes, de acordo com a RO5, a molécula deve
apresentar: (i) peso molecular inferior a 500 u.m.a.; (ii) log P inferior a 5; (iii) niUmero de
aceptores de ligacOes de hidrogénio, igual ou menor que 10 e (iv) nimero de doadores de
ligagcdes de hidrogénio, igual ou menor que 5 (LIPINSKI, 2004; PATRICK, 2013).

Buscando-se expandir o espaco amostral de moléculas disponiveis, extensdes da
RO5 englobando outras propriedades também foram levadas em consideracdo, como as
regras estabelecidas por Veber, que determinou a influéncia da flexibilidade (nUmero de
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ligacGes rotaveis) para a biodisponibilidade oral de uma molécula. Sugeriu-se que uma
molécula deve apresentar um ndmero de ligagdes rotadveis menor que 10 e &rea de
superficie polar (PSA) menor ou igual a 140 A2 (VEBER et al., 2002). Tais extensdes da
RO5 néo levam em consideracdo o peso molecular, porque foi demonstrado que o alto
peso molecular em uma molécula, por si s6, ndo resulta em baixa biodisponibilidade oral.
De fato, tal propriedade foi considerada importante porque moléculas grandes tendem a
apresentar maior quantidade de grupos funcionais e, consequentemente, serdo capazes de
formar mais ligagdes de hidrogénio (PATRICK, 2013).

Seguindo as propriedades assinaladas pela RO5 e flexibilizacdo, a série de
derivados do 5-nitro-2-fururilideno foi sintetizada. A partir da estrutura da NF, os
compostos apresentaram substituicdes no grupamento benzénico da molécula, a partir da
retirada da parte fenila e a inclusdo dos substituintes heterociclicos, alifaticos, cicloaquila,
alquila e 4-benzeno substituidos. O processo sintético realizado para obtencdo dos
compostos nitrofuranicos ocorreu em duas etapas, sendo estas a obtencdo dos
intermediarios hidrazidicos e, posteriormente, a obtencdo das bases de Schiff
(TAVARES; PENNA; AMARAL, 1997). A pequena quantidade de etapas sintéticas para
obtencdo dos compostos viabiliza o escalonamento da reacdo, denotando o potencial deste
método para aplicacdo no &mbito da indUstria farmacéutica.

Brevemente, o mecanismo reacional envolvido na obtencdo dos compostos
5-nitro-2-furfurilidénicos se déa, inicialmente, pela reacdo de esterificacdo de Fisher
seguida de hidrazindlise, a fim de se obter o intermediario hidrazidico. A esterificacdo
ocorre por meio do refluxo de acidos carboxilicos e alcool (em excesso). Dessa maneira,
a reacao sucede-se de maneira reversivel e a presenca de catalisador acido e excesso de
alcool deslocam o equilibrio da reacdo para a formacédo de produtos. O mecanismo se da
a partir da protonacdo do oxigénio carbonilico do acido carboxilico, préton proveniente
do alcool que se encontra em estado protonado devido ao meio reacional acido. Em
seguida, o ataque nucleofilico do alcool no carbono carbonilico gera a formacéo de um
intermediério reacional tetraédrico. Uma das hidroxilas do intermediario sofre protonacéao
por transferéncia de prétons com o alcool, liberando uma molécula de 4gua e formando o
éster. As moléculas de alcool protonados no meio reacional podem reagir com acidos
carboxilicos ainda néo reagidos, até atingir o equilibrio (MARCH, 1992; MORAES
CALVALCANTE et al., 2015; SOLOMONS, G., 2000). O mecanismo reacional da

formacéo do éster esta ilustrado na Figura 11.
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Figura 11. Mecanismo de esterificacdo de Fischer.
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Fonte: Cavalcante et al., 2015 (adaptado).

Ademais, a reacao de hirazindlise ocorreu sem a purificacdo do éster intermediario
formado, por meio da substituicdo nucleofilica. Gragas ao meio reacional acido e alcool
em excesso, 0 éster substituido sofre ataque nucleofilico da hidrazina, formando um
intermediario ion oxénio instavel, que, por sua vez, sofre ataque nucleofilico dos elétrons
livres do nitrogénio da hidrazina, o que resulta em intermediério tetraédrico dipolar, o
qual é dissociado por meio da eliminacéo da alcoxila e a formacéo de hidrazidas (Figura
12) (MARCH, 2001; SOLOMONS, G., 2000).

Figura 12. Mecanismo da reacao de hidrazindlise.
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Fonte: March, 2001 (adaptado).

Por fim, a Gltima reacdo se da por meio do mecanismo ilustrado na Figura 13. A
reacao de obtencéo da base de Schiff ocorre entre a hidrazida substituida obtida e 5-nitro-
2-furaldeido em meio reacional acido, sob aguecimento.

Primeiramente, ocorre o ataque nucleofilico da amina primaria (proveniente da
benzidrazida) ao carbono da carbonila (proveniente do aldeido). O meio reacional de
carater acido € necessario para garantir a protonacgéo da carbonila que fica suscetivel ao
ataque nucleofilico dos elétrons livres (SOLOMONS, 2004), ocorrendo, entdo, a

liberacdo de uma molécula de agua dos intermediarios da reagdo e a consequente
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desprotonacao do intermediario imina, formando-se, assim, a base de Schiff desejada
(MARCH, 2001).

Alternativamente, a obtencdo da base de Schiff também pode ser obtida por meio
dessa reacdo ocorrendo em temperatura ambiente e utilizando-se etanol como meio
reacional. O ataque nucleofilico do nitrogénio da hidrazina sobre carbono carbonilico do
aldeido ocorre sem a acdo catalitica dos &cidos (DA COSTA et al., 2012). Tal
metodologia foi adotada para casos em que os substituintes dos compostos de caréater
hidrofilicos apresentarem dificuldades sintéticas, devido a presenca de agua no meio
reacional acido. Palace-Berl (2018) observou que os derivados obtidos apresentavam
maior pureza e faixas de fusdo mais estreita. Foi observado que 0 mecanismo de reacao
por catalise &cida pode levar a perda do carater nucleofilico da amida das hidrazidas
substituidas quando os substituintes sdo doadores de elétrons, tornando-os mais

favoraveis a protonacdo do que substituintes de carater aceptor de elétrons.

Figura 13. Mecanismo de reacdo para obtencdo da base de Schiff.

Fonte: March, 2001 (adaptado).

Toda a biblioteca de compostos disponivel teve sua faixa de fuséo verificada, a fim
de se observar se havia degradacéo, presenca de impureza ou agua. Compostos com faixas
de fuséo ampla foram submetidos ao processo de recristalizagdo de DMF. Os compostos
apresentaram, em sua maioria, valores de faixas de fusdo compativeis com os descritos
na literatura e apresentaram estreito intervalo, o que indica grau de pureza satisfatorio. Os
compostos 9, 11, 14, 16, 17, 24, 27, 28 e 29 apresentaram inicialmente intervalo amplo,

mas, ap0s 0 processo de recristalizagdo, demonstraram valores condizentes com a
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literatura. Os valores obtidos de faixa de fusdo ap0s o processo de recristalizacao estéo
disponiveis no Anexo (Anexo 1 — Faixas de fusdo experimentais e da literatura da
quimioteca de compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos).

Foram considerados como critério de aceitacao os valores de faixa de fusao de até
2 graus, de maneira que o0s resultados encontrados se mostrassem proximos a faixa
reportada pela literatura (Reaxys™ - Beisltein, Gmelin and Chemistry Patent; Palace-
Berl, 2016). Adicionalmente, foram realizadas prepara¢des dos compostos da quimioteca
de maneira a repor o estoque, quando necessario. Os espectros de ressonancia magnética
dos compostos que foram ressintetizados estdo disponiveis no Anexo (Anexo 2 —
Espectros de RMN *H e 3C dos compostos sintetizados da quimioteca de derivados

5-nitro-furfurilidénicos).

5.2 Determinagéo da atividade anti-Leishmania contra a forma promastigota de L. (L.)
infantum

A triagem preliminar para determinacdo do potencial inibitorio da quimioteca de
compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos contra a forma promastigota da L. (L.) infantum foi
realizada de maneira a se obter dados necessarios para os estudos posteriores de relagdes
estrutura-atividade.

Apesar de a forma extracelular do parasita ndo ser infectante em mamiferos e
humanos e somente estar presente no vetor, estudos iniciais de triagem geralmente sdo
realizados devido a maior facilidade de manuseio e cultivo. Por isso, antes dos estudos
em amastigotas (forma intracelular), optou-se por identificar os compostos mais ativos
contra promastigotas do parasita e, assim, de maneira preliminar, identificar quais
estruturas apresentam maior potencial de inibicdo do crescimento das culturas
parasitarias. Vale ressaltar que deve ser levado em conta que compostos que apresentaram
alta atividade em triagem preliminares podem ser inativos contra amastigotas e vice-versa
(MUYLDER et al., 2011), de forma que, ao se realizar os ensaios dos compostos contra
as formas amastigotas intracelulares, ndo devem ser descartadas as estruturas que
apresentaram tambeém perfil de atividade moderada e baixa.

Determinou-se inicialmente o padrdo de crescimento da cepa de Leishmania
(Leishmania) infantum, a fim de se identificar o momento em que a cultura esta em fase
log de crescimento para ser utilizada nos ensaios posteriores. Foi realizada a construcéo
da curva de crescimento em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% SFB e

2% urina masculina filtrada. Apesar de ser observado em ensaios preliminares que, em
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meio M199, as formas promastigotas crescem com maior rapidez (dados néo divulgados),
a presenca do indicador vermelho de fenol no meio M199 interfere com a leitura das
densidades opticas (RISS et al., 2013; TADA et al., 1986), impossibilitando o seu uso
para os ensaios de suscetibilidade das formas promastigotas contra os compostos 5-nitro-
2-furfurilidénicos. Portanto, 0 meio RPMI 1640 sem vermelho de fenol foi escolhido para
conduzir os ensaios de determinacdo da atividade inibitoria.

A Figura 14 mostra a curva de crescimento entre os periodos de 0 a 96 horas para
duas suspensdes parasitarias com concentracdo de 5x10° e 10x10° parasitas/mL
cultivadas em meio RPMI 1640. As curvas de crescimento foram quantificadas a cada 24
horas pela medida da densidade Optica (absorbancia) em comprimento de onda ajustado
para 590 nm e contagem em cdmara de Neubauer. Os ensaios relativos as curvas de

crescimento foram realizados em triplicata, com repeticdo de um ensaio independente.

Figura 14. Curva de crescimento relativo as culturas da forma promastigota de L. (L)
infantum durante 96 horas de incubacé&o.
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Cada curva representa o crescimento (média e desvio-padrdo) das suspensfes parasitarias iniciais
de 5 x 10° (circulo) e 107 parasitas/mL (quadrado). Leituras da densidade éptica (absorbancia,
direita) e contagem (parasitas/mL, esquerda) foram realizadas entre 0 a 96 horas. A = 405 nm.

O dt, isto é, o tempo necessario para as culturas de promastigotas dobrar de
populacgéo, foi de 34 horas para ambas as concentracdes entre os tempos de 24 e 48 horas.
Pode-se observar a existéncia de linearidade entre a absorbancia e a turbidez do meio, isto
¢, gquanto mais concentrado, maior a absorbancia. Os resultados obtidos por contagem
corroboram com aqueles obtidos por medida de absorbancia.

Esse ensaio foi realizado a fim de observar a dindmica de crescimento das culturas
de promastigotas em meio RPMI 1640 (10% FSB e 2% urina). Por fim, foi possivel
visualizar o crescimento exponencial relativo a ambas as concentragdes entre 24 e 96
horas, garantindo que, para 0s demais ensaios, as culturas entre os periodos de 3 a 4 dias

de incubacdo certamente estdo em fase log de crescimento.
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Na literatura, muitos ensaios de determinacdo da atividade sdo realizados com
periodo de incubacgdo de 24 (TAHGHIGHI et al., 2012) ou 48 horas (SILVA et al., 2016),
mas para as condigOes apresentadas, 72 horas se mostrou como o tempo ideal para o
crescimento desejado da populacéo parasitaria, apresentando dobramento de, pelo menos,
trés vezes em relacdo a populacdo inicial. Os testes de determinacdo da atividade
bioldgica dos compostos foram realizados, entdo, com periodo de incubacdo de 72 horas
em microplaca de 96 pocos, seguindo protocolo adaptado de Dutta e colaboradores
(DUTTA et al., 2005).

A metodologia de leitura pela reacdo colorimétrica com MTT foi utilizada para
quantificar o grau de inibicdo do crescimento de promastigotas em presenca dos
compostos 5-nitrofurfurilidénicos. A viabilidade das culturas com MTT apresenta uma
série de vantagens quando comparada as metodologias de contagem manual e leitura da
densidade aparente determinada por absorbancia, como ser menos suscetivel a erros e
consumir menos tempo, apesar de possuir mais etapas de trabalho (DUBE; GUPTA;
SINGH, 2009). A metodologia de viabilidade celular, medida através da formacdo de
formazan a partir da reducdo do MTT (Figura 15) pela enzima mitocondrial succinato
desidrogenase (MOSMANN, 1983; TADA et al., 1986), foi adaptada para medir a
inibicdo do crescimento das culturas de promastigotas, e é amplamente utilizada na
literatura em ensaios de determinacdo da atividade anti-Leishmania em relacdo a
compostos potencialmente ativos (DUTTA et al., 2005; GINOUVES et al., 2014;
KIDERLEN; KAYE, 1990; ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010).

Figura 15. Reducdo do MTT em formazan.
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Fonte: elaborado pela autora.

Inicialmente foram construidas curvas de calibracdo para as cepas de
promastigotas em meio RPMI 1640, a fim de se relacionar quantitativamente o0s
resultados obtidos pela leitura da absorbancia em A de 590 nm e a quantidade de parasitas
(parasita/mL). Os resultados obtidos para a construgéo da curva de calibracdo, coeficiente

de determinacdo (R?=0,999) e a equacio da curva correspondente estdo disponiveis no
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Anexo (Anexo 3 - Curva de calibracao para culturas de promastigotas de L. (L.) infantum).
A curva foi utilizada durante os ensaios, a fim de avaliar a concentragdo de parasitas
presente no preparo do indculo inicial e na leitura final, em microplacas, do ensaio de
inibicdo da atividade biologica dos compostos e farmacos de referéncia.

DMSO foi utilizado no ensaio para auxiliar a solubilizacdo dos compostos.
Preliminarmente, foram avaliadas duas concentracdes finais de DMSO, 1% e 0,5%, a fim
de determinar se as concentragOes testadas apresentavam toxicidade significativa contra
as formas promastigotas do parasita. Foi verificado que ndo houve alteracdo do
crescimento quando comparado com controles positivos de solvente nas condicdes
testadas. A Tabela 3 mostra os valores de densidade 6tica obtidos a partir de triplicatas e
dois ensaios independentes, em comprimento de onda de 590 nm do controle positivo e
controle positivo do solvente apds 72 horas de incubacgéo a 25 °C. O teste ndo paramétrico
de variacdo Kruskal Wallis foi utilizado para determinar se ndo houve alteracdo
significante do crescimento de ambas concentragdes de DMSO quando comparados com
o controle positivo (p < 0,05).

Tabela 3. Avaliacdo da variagdo de absorbancia em diferentes concentragdes de
DMSO comparadas com controle positivo para cepa de L. (L.) infantum.

Absorbancia

CP CSP-1% CSP-0,5% P
(média + dp) (média £ dp) (média + dp)
0,458 + 0,001 0,445 + 0,01 0,407+0,006 0,368

CP: controle positivo; CSP- 0,5% controle positivo DMSO 0,5%; CSP-1%: controle positivo DMSO 1%.
Teste estatistico de Kruskal-Wallis; intervalo de confianca de 95 %. Dados apresentados como média e

desvio-padrédo (dp) das triplicatas.

A obtencgdo dos valores de I1Cso (UM) dos compostos testados, nifuroxazida e
farmacos de referéncia, foi realizada a partir da funcéo da curva sigmoidal ndo linear de
dose-resposta com o programa Origin 8.0 (licenca académica) ou GraphPad Prism 7
(GraphPad Software Inc.). Para construgdo das curvas foram utilizados até 10
concentrages, obtidas através de diluicdo seriada 1:2 com variagdes de 100 uM a 0,0097
MM. Através da Equagdo 3 (vide topico 4.2.6 - Tratamento de dados obtidos para
determinacdo da antividade anti-Leishmania (ICso)), os valores de inibicdo expressos

em %IC referente a cada concentracdo testada dos compostos foram calculados. Todos
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os ensaios foram realizados em triplicata com, pelo menos, uma repeticdo de ensaio
independente.

A fim de constatar a contribuigéo do efeito anti-Leishmania relativo ao arcabouco
quimico 5-nitro-2-furaldeido (5-nitro-2-furaldehyde, 99% - 170968 - Sigma-Aldrich®)
(Figura 16) que compde a quimioteca de compostos estudados, foi também determinado
o0 valor de ICso (UM) para o reagente, a partir da determinacéo das curvas dose-resposta
infantum. Uma vez que a estrutura € utilizada como reagente precursor para a sintese dos
compostos analisados, adicionalmente, o composto 5-nitro-2-tiofeno-carbaldeido (5-
nitro-2-thiophenecarboxaldehyde, 98% - 302295 - Sigma-Aldrich®) (Figura 16) também
foi incorporado ao ensaio, a fim de avaliar comparativamente a contribuicdo individual
tanto do grupamento 5-nitro-2-tiofeno quanto do 5-nitro-2-furano para a atividade

bioldgica estudada.

Figura 16. Estrutura quimica dos reagentes 5-nitro-2-furaldeido, 5-nitro-2-tiofeno-
carbaldeido e estrutura do arcabouco quimico que compde a quimioteca de compostos
5-nitro-2-furfurilidénicos.

o H 0 o H
o N\ / o -0’ \@/\N' o N\ / o

5-nitro-2-furaldeido 5-nitro-2-tiofeno-carbaldeido

derivados
5-nitro-2-furfurilidénicos

Fonte: elaborado pela autora.

Os resultados obtidos para as curvas dose-resposta e valores calculados de ICso e
ICo0 denotam a contribuicdo do grupamento 5-nitro-2-furaldeido para a atividade
bioldgica anti-Leishmania (ICso: 11,49 £ 0,91uM) (Figura 17 e Tabela 4). O grupamento
5-nitro-2-tiofeno (ICso: 8,16 + 0,54 uM) (Figura 18 e Tabela 5) apresentou valores
ativo que o grupamento 5-nitro-2-furaldeido. Notavelmente, em relagdo aos valores de
ICo0 (UM), 0 reagente 5-nitro-2-tiofeno apresentou 4 vezes maior atividade em relagdo ao
reagente 5-nitro-2-furaldeido, isto é, utilizando-se o indice de 1C9o como um indicador de
inibicdo total, menores concentra¢des do reagente 5-nitro-2-tiofeno sdo necessarias para

eliminar até 90% das culturas de promastigotas.



Tabela 4. Inibicdo do crescimento
parasitdrio de L. (L.) infantum para
diferentes concentracbes do 5-nitro-2-
furaldeido.

Concentracgéao IC

UM log (M) (médiazdp)
100 -4 100 £ 2,2
50 -4,3 79+0,8
25 -4.6 66 +4

125 -4,9 50+15
6.25 -5,3 39+£39
3.12 -5,6 21 +2,04
1.6 -59 14+56
0.8 -6,2 13+5,4
04 -6,5 8+53

Dados apresentados em média e desvio-padrdo
(dp) de ensaios realizados em triplicata.
IC: porcentagem (%) de inibic&o de crescimento.

Tabela 5. Inibicdo do crescimento
parasitario de L. (L.) infantum para
diferentes concentracbes do 5-nitro-2-
tiofeno carbaldeido.

Concentracéao IC
UM log (M) (médiaxdp)
100 -4 100 £1,5
50 -43 100+1,1
25 -4.6 94+15
125 49 69 + 3,3
6.25 53 40+1,9
3.12 56 23+3,1
1.6 -5,9 12+ 3,8
0.8 6,2 9+5
0,4 -6,5 0+472
0,2 -6,8 03,7

Dados apresentados em média e desvio-padrdo
(dp) de ensaios realizados em triplicata.
IC: porcentagem (%) de inibicdo de crescimento.
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Figura 17. Curva dose-resposta
correspondente &  inibicdo  do
crescimento parasitario em diferentes
concentragdes do 5-nitro-2-furaldeido.

ICs=11,49 £ 0,9
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Valores de atividade biologica: 1Cso, 1Cg €
coeficiente de determinacéo ajustado (R?).

Figura 18. Curva dose-resposta
correspondente &  inibicdo  do
crescimento parasitario em diferentes
concentragdes do  5-nitro-2-tiofeno
carbaleido.
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Visto que a quimioteca de compostos analisada foi sintetizada com o objetivo de
acao para o T. cruzi, tais achados demonstram que, apesar dos Trypanosoma cruzi e
Leishmania spp pertencerem a mesma familia de protozodrios tripanossomatideos,
projecdes em relacdo aos efeitos dos compostos 5-nitro-2-furfurilicénicos ndo podem ser
realizadas sem cautela, ja que, no contexto dos compostos estudados, foi identificado, em
nosso grupo de estudo (PAULA et al., 2009), que, em relacdo aos parasitas da espécie T.
cruzi, os derivados com o grupamento 5-nitro-2-furano apresentaram maior poténcia em
relacdo ao grupamento 5-nitro-2-tiofeno.

Em contrapartida, na literatura, ja foi reportado, em relacéo a diferentes especies de
Leishmania, que derivados com o grupamento 5-nitro-2-tiofeno se mostraram mais
eficazes em relacdo ao grupamento 5-nitro-2-furano nas mesmas condic¢des de estudo,
quanto a situacdo contraria (COIMBRA et al., 2018; POORRAJAB et al., 2009; RANDO
et al., 2010). Isso implica que ambos 0s reagentes precursores apresentam potencial de
interesse para a atividade bioldgica e que o diferencial quanto a eficacia depende da
natureza dos substituintes quimicos presentes nos compostos estudados, além da espécie
de Leishmania estudada.

Para os ensaios de inibicdo de crescimento, a miltefosina e a anfotericina B
desoxicolato foram consideradas como farmacos de referéncia. O composto-protétipo, a
nifuroxazida, foi considerada, uma vez que sua estrutura quimica foi utilizada como
arcabouco quimico para o planejamento da quimioteca de compostos estudados.

A nifuroxazida apresentou valor de ICso de 5,93+0,5 pM e os farmacos de
referéncia miltefosina e anfotericina B apresentaram valores de 8,58t1,6 uM e
0,02+0,002 uM. Os valores porcentagem de inibicdo do crescimento para as diferentes
concentracdes testadas da nifuroxazida e dos farmacos de referéncia estdo disponiveis da
Tabela 6 a 8, assim como as respectivas curvas dose-resposta e os valores de ICso (UM)

estdo ilustrados nas Figuras 19 a 21.



Tabela 6. Inibic&o do crescimento
parasitario de culturas de promastigotas
de L. (L.) infantum para diferentes
concentracdes de nifuroxazida.

96

Figura 19. Curva dose-resposta
correspondente  a inibicéo do
crescimento parasitario em diferentes
concentragdes de nifuroxazida.

Concentracéo IC .
o = IC50=5,93%0,5

UM log (M) (médiazdp) © 1001 R2=0,992

100 -4 85+ 84 2 75

50 -4,3 78+5,1 2 s0-

25 -4.6 77+21 S 254

125 -4,9 66 + 6,5 = o

6.25 5.2 57167 0 5 4

Log,q [Nifuroxazida] (M)
3.12 -55 43 +17
Valores de atividade bioldgica: ICsg e coeficiente

1.6 -5.8 3401 de determinagéo ajustado (R?).

0.8 -6,1 3339

Dados apresentados em meédia e desvio-padrdo
(dp) de ensaios em triplicata e repeticdo de, pelo
menos, um ensaio independente.

IC: porcentagem (%) de inibigdo de crescimento.

Tabela 7. Inibigc&o do crescimento
parasitario de culturas de promastigotas
de L. (L.) infantum para diferentes
concentracdes de miltefosina.

Figura 20. Curva dose-resposta
correspondente  a inibicdo do
crescimento parasitario em diferentes
concentracdes de miltefosina.

= ICgo = 8,58 + 1,6
2 1004 R2=0,996
Concentragéo IC £
UM Log(M)  (média+dp) s
S 504
100 -4 96+ 1,5 e
L 257
50 43 96+15 2
ER
25 -4.6 89+53 s T T r :
-7 -6 -5 -4 -3
12.5 -4.9 81+5 Log,, [Miltefosina] (M)
6.25 -5,2 40+25 Valores de atividade bioldgica: 1Cso e coeficiente
312 55 31+41 de determinag&o ajustado (R?).
1.6 -5,8 215
0.8 -6,1 19+73

Dados apresentados em média e desvio-padrdo
(dp) de ensaios em triplicata e repeticdo de, pelo
menos, um ensaio independente.

IC: porcentagem (%) de inibicdo de crescimento.



Tabela 8. Inibicdo do crescimento
parasitdrio de L. (L.) infantum para
diferentes concentracdes de anfotericina.
B.
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Figura 21. Curva dose-resposta
correspondente &  inibicdo  do
crescimento parasitario em diferentes
concentragdes de anfotericina B.

Concentracgéao IC

. 2 ICs0 = 0,02 0,002
U-M LOg (M) (medlaidp) g 1004 R®=0,996
'S
5 -5,3 97+4,9 g 75
(3]
2,5 -5,6 97 9,5 § 501
S 25
1,25 -5,9 96 +2 2
£,
- + = . . . .
0,63 6,2 94 17,2 = T p g
031 65 89 i5,7 Logy, [ Anfotericina B] (M)
Valores de atividade bioldgica: ICs e coeficiente
- +
0.16 68 8613, de determinagéo ajustado (R?).
0,08 -71 73 14,9
0,04 -7,4 52+4,4
0,02 -1,7 43+9,8
0,01 -8,0 24+£0,1

Dados apresentados em média e desvio-padrdo
(dp) de ensaios em triplicata e repeti¢do de, pelo
menos, um ensaio independente.

IC: porcentagem (%) de inibig&o de crescimento.

O conjunto de compostos pertencentes a quimioteca de derivados 5-nitro-2-
furfurilidénico foi avaliada quanto ao potencial de inibicdo do crescimento de culturas da
forma promastigota de L. (L.) infantum. As curvas de dose-resposta bem como os valores
de porcentagem de inibicdo estdo disponiveis no Anexo 4 (ANEXO 4 - Curva dose-
resposta correspondentes a inibicdo de crescimento parasitario para as formas
promastigotas de L. (L.) infantum). Os valores de inibicao representados pelo 1Cso (LM)
referente a cada composto analisado, a nifuroxazida e aos farmacos de referéncia
(miltefosina e anfotericina B) estdo dispostos na Tabela 9 e na Figura 22. Para 0s
compostos 14 [CeHs-4-NH>] e 31 [CeHs-4-SO2NH>] ndo foram calculados valores de
atividade bioldgica devido a sua precipitacdo durante o ensaio.

Os valores de atividade biologica (ICso) também foram transformados em valores
de poténcia (pICsp), calculados como -loglCso em molar (M). Tal representacdo da
atividade biologica garante a interpretacdo mais intuitiva da eficiéncia dos compostos
estudados, visto que altos valores de plCso representam alta eficiéncia de inibicdo do
crescimento das culturas parasitarias. Foram atribuidos intervalos de classificagdo

baseados na media e no desvio-padrdo da quimioteca, com valores de atividade bioldgica
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em poténcia como de alta (pICso entre 6,70 e 6,22), moderada (pICso entre 6,22 e 5,28) e
baixa (pICso entre 5,22 e 4,79) atividade.

Em comparagdo com o composto prototipo, 87% dos compostos apresentaram
maior capacidade inibitéria que a nifuroxazida. Foram considerados como de baixa
atividade os compostos 25 (ICso: 15,72 + 2,67 uM), 13 (ICsp: 10,48£1,48 uM), 17 (ICso:
10,97£1,06 pM) e 21 (ICso: 10,33 + 1,53 pM). Vale ressaltar que os substituintes
quimicos dos compostos de baixa atividade sdo analogos 4-benzeno substituidos para os
compostos 13 [CeHa-4-CHg), 17 [CeHa-4-C2Hs] e 21 [CeHa-4-C3H7] com cadeias alquilas
de ate trés carbonos e o composto 25[CsHs-3-NO:], com substituinte 3-nitrobenzeno.

Os compostos considerados como de alta atividade foram: 40 (ICso: 0,2+0,019
M), 39 (ICso: 0,35+0,008 uM), 28 (ICso: 0,35+0,04 uM) e 27 (ICso: 0,38+0,012 pM).
Estes analogos também sdo 4-benzeno substituidos, mas de maior carater lipofilico, com
0s substituintes 4-butil e 4 terc-butil para os compostos 27 [CsHa-4-CsHg] e 28 [CeH4-4-
tert-CsHo], 4-heptil (39 [-CeH4s-4-C7Hss], 4-heptoxi (40 [-CeH4-4-OC7H1s5]) e 4-propoxi
(29 [-CeH4-4-OC3Hy7]), sugerindo que o aumento do volume na cadeia lateral favorece a

atividade bioldgica contra as formas promastigotas de L. (L.) infantum.

Figura 22. Atividade anti-Leishmania (ICso) de derivados furfurilidénicos e
farmacos de referéncia.
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Substituintes; i): alquila; ii): heterociclicos; iii): cicloalquila; iv): benzeno; v): 2/3 ou 3,4-benzeno
substituidos; vi): 4-benzeno substituidos; vii): naftaleno; viii): farmacos de referéncia
NF: nifuroxazida; AMB: anfotericina B; MILT: miltefosina (em amarelo).
Dados apresentados relativos a média e desvio padrao de ensaios realizados em triplicata com pelo
menos um ensaio independente. Compostos 14 e 31 ndo apresentaram valores de inibi¢do nas
condicBes dos ensaios sem sua precipitacdo.



Tabela 9. Atividade anti-Leishmania dos compostos nitro-heterociclicos. composto
protétipo e farmacos de referéncia contra a forma promastigota da L. (L) infantum.
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Composto |Cso (M) plCso Composto 1Cs0 (M) pI1Cso
(média £ dp) (média £ dp)
1 0,8 + 0,008 6,09 |21 10,33 +1,53 4,98
2 0,6 £ 0,07 6,22 |22 0,65 + 0,06 6,18
3 1,51 +0,02 581 |23 2,46 £ 0,06 5,60
4 1,16 £ 0,11 59 24 1,57+£0,13 5,80
5 5,5+ 0,65 503 |25 15,72 + 2,67 4,80
6 0,73+ 0,07 6,13 |26 1,08 £ 0,12 5,96
7 2,73+0,09 556 |27 0,38+ 0,012 6,42
8 4,56 + 0,32 534 |28 0,35+0,04 6,45
9 1,37 £ 0,02 586 |29 0,48 £0,04 6,31
10 0,65 + 0,005 6,18 |30 35+0/4 5,45
11 0,82 +£0,04 6,08 |31 - -
12 1,74 £ 0,05 575 |32 1,26 + 0,18 5,90
13 10,14 +1,48 499 |33 1,69 £ 0,18 5,77
14 - - 34 3,6 + 0,064 5,44
15 4,5+0,32 534 |35 1,6+0,8 5,79
16 5,74 + 0,37 524 |36 3,48 £0,31 5,45
17 10,97 + 1,06 495 |37 1,65+ 0,12 5,78
18 1,64 £0,19 578 |38 1,55+0,11 5,81
19 1,75+ 0,08 575 |39 0,35+ 0,008 6,45
20 2,64+0,14 557 |40 0,2+0,019 6,69
NF 593+0,5 522 | MILT 8,28 £ 0,33 5,08
AMB 0,02 + 0,002 7,52

Os valores de atividade bioldgica ICso (LM) estdo apresentados pela média e desvio-padrédo (dp) de, pelo
menos, dois ensaios independentes e pICso (-10gICs0). MILT: miltefosina; AMB: anfotericina B e NF:

nifuroxazida.
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Dentre os compostos e farmacos de referéncia avaliados, a anfotericina B se
mostrou como o farmaco mais potente quanto & capacidade de inibicdo do crescimento
das culturas de promastigotas de L. (L.) infantum, o que confirma, também comumente
relatado pela literatura, que a anfotericina se constitui como um dos farmacos mais
eficazes para o tratamento das diversas formas de leishmaniose. Além disso, em sua
forma lipossomal, é sendo considerada como farmaco preferencial para o tratamento de
leishmaniose visceral (LV) na Europa, Estados Unidos e sul da Asia (MORIZOT et al.,
2016; ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2017). Apesar de o farmaco apresentar grande
eficacia, apresenta como principais desvantagens o alto grau de toxicidade, regime
terapéutico de dificil adesdo, tratamentos longos com pouca tolerancia e alto custo, o que
demonstra, portanto, a necessidade de busca por candidatos a farmacos menos tdxicos,
administrados oralmente e capazes de desempenhar efeitos farmacoldgicos satisfatorio
(KATSUNO et al., 2015; LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009;
ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2017).

A quimioteca de compostos testados mostrou-se, em geral, mais eficiente que a
miltefosina, o Unico farmaco de referéncia de administracao por via oral e que apresentou
ICso de 8,58+1,6 uM. Tal farmaco, apesar de demonstrado ser menos eficaz que a
anfotericina B, foi considerado para o tratamento da leishmaniose devido a ser o primeiro
farmaco administrado por via oral. Infelizmente, os insurgentes casos de LV que
apresentam resisténcia a terapia com miltefosina em regides altamente endémicas, como
a India, vem tornando ainda mais urgente a necessidade de pesquisa por alternativas
terapéuticas para o tratamento da leishmaniose (SRIVASTAVA et al., 2017; SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2017).

Nesse contexto, os compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos se mostram como
promissores candidatos a farmacos anti-Leishmania, apresentando vantagens como a
possibilidade da via de administracdo oral e eficAcia comparavel com a atual terapia
medicamentosa em relacdo a forma promastigota da L. (L.) infantum. Visto que a
toxicidade a terapia medicamentosa é um importante fator de dificuldade a adesdo ao
tratamento medicamentoso atual, determinar o perfil de citotoxicidade da quimioteca de
compostos se mostra, portanto, como uma importante etapa na investigacao do potencial

destes compostos como potenciais candidatos a farmacos.
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5.3 Determinagcdo do valor de CCso dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos em
macrofagos THP-1 diferenciados

A partir dos 40 compostos da quimioteca analisada, foram selecionados 25% dos
compostos para avaliar a sua toxicidade, partindo-se da distribuicdo dos valores de
atividade biologica, expressos em ICso (UM), contra a forma promastigota de L. (L.)
infantum. A escolha dos compostos foi realizada de maneira a selecionar compostos de
atividade bioldgica baixa (13), moderada (1, 2, 8 e 15) e alta (27, 39 e 40) e diversidade
estrutural dos substituintes. Os ensaios foram realizados com o objetivo de determinar se
a classe de compostos derivada do 5-nitro-2-furfurilidénicos apresenta toxicidade contra
as células THP-1 e verificar a viabilidade da realizacdo dos ensaios de inibi¢do em relacéo
a forma intracelular amastigota da L. (L.) infantum.

A determinacdo do indice de citotoxicidade (CCso) dos compostos foi realizada
também, a fim de se obter o indice de seletividade (IS), determinado pela razdo entre CCso
e ICso, ou seja, a quantificagdo de quanto os derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos sdo mais
toxicos e seletivos para os parasitas (promastigotas e amastigotas) do que para as células
hospedeiras. A quimioteca em questdo ja foi avaliada quanto a toxicidade em relacdo as
celulas de linhagem monociticas murinas J774 e células da linhagem LLC-MK2
(PALACE-BERL, 2016; PALACE-BERL et al., 2013).

A viabilidade das culturas de macrofagos ndo tratadas, ou seja, 100% viaveis, foi
considerada como controle positivo e acompanhada durante 24, 48 e 72 horas pelo
método colorimétrico MTT. As culturas com 72 horas de incubagdo apresentaram
diferenca de viabilidade celular significante (p> 0,05) quando comparadas com a
viabilidade celular das culturas de 24 horas (Figura 23), consideradas através do teste
estatistico de Kruskal-Wallis; intervalo de confianca de 95%. Apesar disso, nos tempos
48 e 72 horas, ndo foi idetificada diferenca estatistica para a viabilidade celulares. Como
a determinacdo da concentracdo toxica de cada composto foi determinada através da
comparacéo das diferentes concentragdes testadas com o controle positivo respectivo para
cada tempo de incubacdo, tal diminuigéo da viabilidade celular apresentada ndo afetou o

calculo de CCsy.
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Figura 23. Viabilidade celular de macréfagos THP-1 correspondentes a culturas ndo
tratadas (100% viaveis) incubadas durante 24, 48 e 72 horas.
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Teste de Kruskal-Wallis com intervalo de confianga de 95 %. F = 36,87; p<0,05 (*).
Resultados expressos em média e desvio-padrdo de trés experimentos independentes.

Os compostos avaliados tiveram seu grau de toxicidade (CCso) avaliado ao longo
do periodo de 72 horas de incubacdo em relagdo a viabilidade de culturas de macrofagos
THP-1 diferenciados ndo tratados. As curvas dose-resposta de cada compostos e farmacos
de referéncia testados bem como os valores de porcentagem de toxicidade estdo
disponiveis no Anexo 5 (Anexo 5 — Curvas dose-resposta relativas a toxicidade dos
compostos contra a células THP-1 durante 24, 48 e 72 horas). Para os derivados 5-nitro-
2-furfurilidénicos avaliados e farmacos de referéncias (miltefosina e anfotericina B), na
Tabela 10 estdo dispostos os respectivos valores de citotoxicidade (CCso), atividade
bioldgica (ICso) contra a forma promastigota da L. (L.) infantum e indice de seletividade
(1S). Valores de CCsp indicados como maior que 100 uM ou 200 puM (> 100 uM ou >
200 uM) indicam que os compostos avaliados ndo apresentaram toxicidade a viabilidade
celular nas maiores concentragdes analisadas pelo ensaio.

O indice de seletividade (IS) é uma ferramenta que permite a identificacdo da
seletividade dos compostos em relacdo ao parasita ou as células, calculado pela razédo
entre os valores de CCsp apresentado em relacdo as células e os valores de ICso contra a
forma promastigota do parasita. Idealmente, um composto deve apresentar alta eficacia
contra o parasita (baixo ICsp) e baixa toxicidade celular (alto CCsp), alem de ser capaz de

eliminar os parasitas em concentrac6es menores que a dose que causa toxicidade celular.
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Tabela 10. Concentragéo citotoxica (CCsp) em células THP-1 durante os tempos 24, 48
e 72 horas e ICsx atividade anti-Leishmania (ICso) tratados com compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos e farmacos de referéncia.

Compostos 24 horas 48(;:::: v 72 horas (In::ésdoi: :';/:))) 'S
1 >200 > 100 97,97 +£17,94 0,8+0,008 >122
2 >200 > 100 >100 0,6 +£ 0,006 >166
8 43,43+0,9 49,42+6,6 53,188+3,96 4,56 +0,32 21,92
13 30,28+3,9 3534+539 30,23+259 10,14+0,1 2,98
15 50+0,9 45+0,9 27,33+1,35 45+0,32 6,07
39 >100 >100 >100 0,35+0,008 > 285,71
40 >200 > 100 >100 0,2+0,019 >500
AMB 3255+28 3555%1 251+08 0,02+0,002 1255
MT 18,47+0,3 14,49+0,04 7,47 +0,08 8,58+ 1,6 0,8
NF > 200 > 100 38,75+4,94 593+0,5 6,5

Dados apresentados em médias + desvio-padrédo da triplicata de, pelo menos, dois ensaios independentes.
IS: indice de seletividade (CCso/ICsp) para 72 horas; MT: miltefosina; ANFB: anfotericina B; NF:
nifuroxazida.

A miltefosina (CCso: 7,47 £ 0,08 uM) se mostrou como mais toxica para as células
THP-1 ao final das 72 horas de incubacéo e, consequentemente, demonstrou 0 menor IS
de 0,8. A nifuroxazida (CCso: 38,75 * 4,94 uM) demonstrou ser menos toxica que ambos
os farmacos de referéncia, demonstrando perfil de seletividade superior ao da miltefosina.
Por fim, a anfotericina B (CCso: 25,1 + 0,8 uM), apresentou o maior indice de
seletividade, o que indica que o farmaco demonstra acdo mais seletiva ao parasita do que
as células humanas. Vale ressaltar que todos os compostos apresentaram valores de CCsg
(LM) superiores aos da anfotericina B, isto €, foram menos toxicos em relacdo as células.

Os derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos avaliados apresentaram valores de
toxicidade as células THP-1 superiores aos respectivos valores de atividade bioldgica
(ICs0) em relagéo a forma promastigota da L. (L.) infantum. De acordo com os dados
demonstrados na Tabela 10, os compostos 13 e 15 apresentaram menor IS. Por outro lado,
0s compostos 1, 2, 39 e 40 apresentaram IS superior a 100, o que indica que eles

apresentam atividade de inibicdo do crescimento mais seletiva ao parasita do que aos
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macrofagos. Tal comportamento € essencial para a avaliagdo da eficacia dos compostos

quanto a inibicdo do crescimento da forma intracelular do parasita.

5.4 Determinacdo da citotoxicidade in vitro da quimioteca de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos em células THP-1 diferenciadas em macréfagos pelo método
utilizando a resazurina

Os ensaios referentes a avaliacdo da citotoxicidade desses compostos para células
THP-1 diferenciadas assim como para a avaliagdo do efeito de inibi¢cdo do crescimento
relativo a presenca dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos em relagdo aos parasitas T.
brucei e L. (L.) major foram avaliados utilizando o método colorimétrico por meio da
presenca de rezasurina. Resazurina (7-Hidroxi-10 oxido-3H-fenoxazin-3-ona - Alamar
Blue) é uma molécula azul que, quando reduzida pelas desidrogenases mitocondriais,
transformam-se em resorfurina e passam a exibir coloracdo rosa (7-hydroxy-3H-
fenoxazin-3-ona) (Figura 24). A alteracdo colorimétrica pode ser quantificada através da
leitura da fluorescéncia emitida.

Assim como a metodologia que utiliza o reagente MTT, a reducdo da rezasurina
depende da atividade mitocondrial do parasita. Vale constar que parasitas como a
Leishmania apresentam uma taxa de reducdo mais lenta quando comparada com outros
parasitas, como T. brucei e T. cruzi e células mamarias, devido a sua menor taxa de
replicacdo (MIKUS; STEVERDING; U, 2000). Tal diminuicdo da taxa de reducdo
também ocorre porque as culturas de Leishmania precisam ser cultivadas em
temperaturas entre 25 e 27 °C, enquanto as culturas de células mamarias e de T. brucei,
por exemplo, podem ser cultivadas a 37 °C, temperatura que se mostra ideal para reducao
da rezasurina.

Estudos reportados na literatura determinaram as condi¢des necessarias para otimizar
a obtencdo da taxa de reducdo das culturas de Leishmania, sendo estas a incubacdo das
culturas em atmosfera com 5% de CO> e por mais horas de exposi¢do ao reagente (24
horas) (CORRAL et al., 2013). Estudos na literatura sugerem, ainda, que 0s sais
tetrazolicos (MTT) séo os mais eficazes para ensaios de inibi¢cdo, porém também séo
dependentes da espécie de parasita testada e necessitam de maior atengéo a padronizagédo
referente as etapas de solubilizacdo dos sais de formazan obtidos. Os ensaios com
rezasurina em comparagao nao apresentam a exigéncia de tantas etapas processuais, mas
necessitam de maior tempo de incubacao para a obtencao dos resultados de absorbancia
desejados (GINOUVES et al., 2014).
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Figura 24. Reducdo da resazurina com formacao da resorfurina
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Fonte: elaborado pela autora.

Dessa maneira, a citotoxicidade da quimioteca completa de derivados 5-nitro-2-
furfurilidénicos foi determinada quanto as células monociticas THP-1 diferenciadas em
macrofagos, por meio do método de viabilidade utilizando Resazurina. Como foi
determinado anteriormente, apesar de as culturas celulares com 72 horas de incubacgéo
apresentarem menor viabilidade quando comparadas as culturas com 24 e 48 horas, tal
periodo foi escolhido porque a maioria dos ensaios na literatura que realizam estudos de
triagem da suscetibilidade dos compostos quanto as formas promastigotas e ensaios de
citotoxicidade séo realizados ap0s a exposi¢cdo de 72 horas das culturas aos compostos
estudados (COIMBRA et al., 2018; DUTTA et al., 2005).

Os valores de citotoxicidade (CCso) para todos os compostos da quimioteca de
compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos estdo disponiveis na Tabela 11. Os resultados
encontrados foram similares aos obtidos previamente por metodologia colorimétrica
utilizando MTT. Os compostos que apresentaram maior toxicidade (CCso menor que 25
M) foram os compostos benzeno substituidos 17 [CeHa-4-CoHs], 19 [CeH4-4-Cl], 18
[CeH4-4-OCH3], 30 [CeH4-3,4-OCH3], 32 [CeH4-3-CF3], 35 [CsHa-4-CsHa4] € 36 [CeHa-
2-OCsHa], representando 17% do total de compostos. Ainda assim, quando comparados
com a toxicidade apresentadas pelos farmacos de referéncia, como miltefosina (CCsg
=7,47 + 0,08 uM) e anfotericina B (CCso: 25,1 £ 0,8 puM), 0s compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos apresentam melhor perfil de citotoxicidade. O farmaco nifurtimox néo

demonstrou ser toxico para as concentragdes testadas pelo ensaio (CCso > 100 pM).
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Tabela 11. Concentragéo citotoxica (CCsp) para as celulas THP-1 diferenciadas tratadas
com compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos determinados pelo método de viabilidade com

resazurina.
CCso (UM) CCso (UM)
Composto o Composto o
(média = dp) (média £ dp)

1 > 100 21 >100

2 > 100 22 46,98 £5,2
3 > 100 23 > 100

4 > 100 24 > 100

5 25,5 + 3.4 25 3487+ 14
6 72,35+ 4,4 26 60,23 + 4,6
7 > 100 27 > 100

8 33,26 £+ 1,6 28 81,60 + 1,4
9 > 100 29 46,29+ 1,4
10 >100 30 112 +6,6
11 35,36 4,16 31 58,18 + 0,02
12 26,11+2,1 32 16,16 + 2,2
13 32,86 + 3,6 33 >100

14 >100 34 29,55+ 2,5
15 61,68 5,8 35 6,92 + 0,06
16 499+48 36 18,88 + 1,59
17 24,78 £0,8 37 > 100

18 18,98 + 1,3 38 > 100

19 14,77 + 1,6 39 > 100

20 > 100 40 > 100
NF 38+35 NFX > 100

Dados apresentados em médias + desvio-padrdo de

NFX: nifurtimox

ensaios realizados em triplicata. NF: nifuroxazida;

Como critério de selecdo dos compostos para 0s subsequentes ensaios de

suscetibilidade das culturas de parasita, foram selecionadas as estruturas que

apresentaram valores de CCsp > 25 UM, de maneira a excluir os compostos 17, 19, 18,

30, 32, 35 e 36. Como critério adicional, buscou-se escolher os derivados que

apresentavam substituintes quimicos representativos para a quimioteca, visto que 0s
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substituintes que compdem o conjunto de derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos podem ser
classificados em alquila, cicloalquila, heterociclicos e benzenos substituidos. A Figura 25
ilustra o perfil de toxicidade de todos os compostos, assim como 0s que apresentaram

valores de citotoxicidade abaixo de 25 uM.

Figura 25. Valores de citotoxicidade (CCso M) da quimioteca de compostos 5-
nitro-2-furfurilidénicos contra as células THP-1 diferenciadas.
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Dados apresentados em média e desvio-padrdo de ensaios realizados em triplicata.
Compostos com valores de CCso > 100 puM estdo representados como CCsp = 100 M.
Limite de toxicidade de 25 uM demarcado por linha tracejada e 0os compostos que
apresentaram valor de CCsp menor que o limite estdo apresentados em cinza escuro.
Substituintes; i): alquila; ii): heterociclicos; iii): cicloalquil; iv): benzeno; v): 2/3 ou 3,4-
benzeno substituidos; vi): 4-benzeno substituidos; vii): naftaleno; viii): farmacos de
referéncia

NF: nifuroxazida; NFX: nifurtimox

5.5 Padronizacéo da infeccdo de macréfagos THP-1 por amastigotas da L. (L.) infantum

Vaérias células podem ser utilizadas para screening de candidatos a farmacos em
modelos amastigotas/macréfagos de infec¢do para Leishmania. Por exemplo: células
humanas, U937, HL-60; as células de linhagem monociticas, THP-1; células de
hospedeiros animais, como macrofagos derivados de medula, e linhagens murinas
monociticas, J774 e RAW264,7 (GEBRE-HIWOT et al., 1992; JAIN et al., 2012; MAIA
et al., 2007; PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).
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Antes de determinar a sensibilidade da forma amastigota diante dos compostos
testados, foi realizada a padronizacdo das condigfes do modelo de infeccdo dos
promastigotas de L. (L.) infantum em macréfagos THP-1 diferenciados. Os ensaios foram
realizados em microplaca de 24 pogos e determinados pela contagem dos macrofagos
infectados em microscopia Otica (1.000x) através da fixacdo em laminulas.

As condicdes avaliadas foram a proporcéo de parasitas por macréfagos (10:1 ou 5:1
promastigotas por célula) em diferentes tempos de incubacéo para infeccdo (6 e 4 horas).
A porcentagem de infeccdo dos amastigotas representada pela porcentagem de células
infectadas em relacdo ao ndmero total de células e o parasitismo representado pelo
namero de amastigotas a cada 100 macrofagos foram calculados a partir da contagem de
900 macréfagos por condigdo testada, durante os periodos de 24, 48 e 72 horas de

incubacdo (Figura 26).

Figura 26. Nimero de amastigotas por 100 células e porcentagem de infec¢édo dos
macrofagos infectados com promastigotas de L. (L.) infantum.
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Macrofagos infectados com 5 e 10:1 parasitas/macrofagos incubados por 24 (rosa), 48 (azul) e 72 (verde)
horas a 37 °C com 5% de CO,. Resultado da média e desvio-padrdo de dois experimentos independentes,

analisados pelo teste one-way ANOVA e teste de Tukey. p<0,01 (**)

Foi observado nas proporcdes de 5:1 e 10:1 com 6 horas de incubacdo que a
porcentagem de macrofagos infectados foi igual ou superior a 50% em relacao ao total de
células infectadas (Figura 26 — porcentagem de infec¢éo). Para a condicdo de 6 horas de
incubacdo, também foi observado que, para ambas as proporcdes (10:1 e 5:1), ndo houve
diferenga significante entre a porcentagem de macrofagos infectados ap6s 48 horas de
cultura, de forma que a porcentagem de infec¢éo determinadas para as proporcdes de 10:1

e 5:1 foram de 40% e 31%, respectivamente.
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Como o0s ensaios prévios de viabilidade das celulas THP-1 diferenciadas
determinaram que, apds 48 horas de incubacdo, houve um significante aumento na
quantidade de células viaveis disponiveis, 0s ensaios de padronizacao da infec¢do com a
forma amastigota foram considerados até o periodo de 48 horas de incubacéo, portanto.
Os ensaios posteriores de determinacao da diminuicao da carga parasitaria de macrofagos
infectados com amastigotas de L. (L.) infantum em resposta a exposi¢cao dos compostos
5-nitro-2-furfurilidénicos foram, entdo, realizados seguindo protocolo previamente
reportado (SILVA et al., 2016).

Jain e colaboradores, ao padronizar diferentes modelos de infeccdo e resgate de
promastigotas de Leishmania para células THP-1, observou que a propor¢cdo de
parasitas/macrofagos 10:1 apresentaram rendimento 6timo para infeccdo (JAIN et al.,
2012). Observaram, também, que a quantidade de macrofagos infectados se da em maior
proporcéo quando o periodo de incubacgdo para internalizacdo das formas promastigotas
é de 6 horas. Tal fendmeno ocorre, provavelmente, por proporcionar maior tempo de
exposicao para a fagocitose pelos macréfagos.

Neste estudo, o mesmo foi observado em ambas as propor¢fes de parasita:
macrofago testadas durante 6 horas de incubacgdo. Apesar disso, 0 comportamento mais
linear de infeccdo (e menor desvio padréo) foi observado para o parametro 10:1 /6 horas.
Tal condicdo foi a escolhida como padrdo para os ensaios de avaliagcdo do potencial de

inibicdo dos compostos estudados contra a forma amastigota do parasita.

5.6 Determinacdo do potencial anti-Leishmania dos compostos nitro-heterociclicos

contra a forma amastigota da L. (L.) infantum

Macréfagos de células THP-1 diferenciados foram infectados com promastigotas
de L. (L.) infantum no inicio da fase estacionaria, em culturas de 4 dias, na proporcéao de
10 parasitas/células (10:1). Avaliou-se a diminui¢do da carga parasitaria ap0s a exposicao
das culturas aos compostos com 24 e 48 horas. Culturas de macréfagos infectados nédo
tratados, isto €, ndo expostos aos compostos, foram consideradas como controle positivo
para 0s ensaios.

A porcentagem de infeccdo foi considerada por meio da porcentagem de células
infectadas em relacdo a quantidade total de células contadas para cada condigdo do ensaio.
Além disso, os resultados também foram expressos em relacdo ao parasitismo,

representado pelo numero de amastigotas/100 celulas. Foram realizados testes
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estatisticos, one-way Anova e teste Tukey, a fim de se observar se cada condicdo de
tratamento apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle positivo.

Anfotericina B, miltefosina e nifuroxazida foram consideradas como farmacos de
referéncia para os nitroderivados. Os compostos selecionados para o ensaio de inibicdo
do crescimento das formas amastigotas intracelulares foram os compostos 40 [-CsH4-4-
OC-7Hss] anélogo 4-benzeno substituido, que apresentou alta atividade contra as formas
promastigotas; 13 [CeHs-4-CH3] analogo 4-benzeno substituido, que demonstrou
atividade baixa contra os promastigotas; 15 [5-4 CHs-1,2,3-tiadiazol], analogo
heterociclico de atividade moderada e 2 [-CH>CN], analogo alquila de atividade
moderada.

A inibicdo do crescimento das formas amastigotas intracelulares nas células THP-
1 diferenciadas foram quantificadas de acordo com a sua exposicdo a diferentes
concentracgdes (50; 25; 12,5 e 6,25 puM) dos compostos e farmacos de referéncia. A faixa
de concentracao utilizada foi escolhida de modo a abranger a concentragdo toéxica minima
(CCso) de cada composto testado e a diminuicdo da carga parasitaria nas células foi
avaliada apds 24 e 48 horas de incubacdo das células. Devido a alta toxicidade da
miltefosina até 48 horas de incubacéo (CCso = 14,49 £ 0,04 uM), a influéncia do farmaco
n&o foi avaliada na concentragédo de 50 pM.

Anfotericina B, como esperado, mostrou-se o farmaco de maior eficacia quanto a
diminuicdo da carga parasitaria (Figura 27). Em relacdo ao controle positivo, todas as
concentracdes testadas foram capazes de diminuir a infeccdo de maneira significante
(P<0,0001), inclusive aparentando efeito em relacdo a diminuicao da infeccdo a partir de
24 horas de incubacéo (Tabela 12). A maior concentracédo testada (50 uM) foi capaz de
diminuir a infeccdo de 44 células infectadas/ 100 macréfagos para 14 células
infectadas/100 macrofagos apos 48 horas de incubacdo. Apesar de os resultados serem
superiores aos compostos nitro-heterociclicos, a alta toxicidade da anfotericina B abre
possibilidade para pesquisa e desenvolvimento de melhores alternativas terapéuticas.
Alguns compostos, por exemplo, apresentaram eficiéncia similar a miltefosina, farmaco
também de referéncia para o tratamento da Leishmania. A miltefosina, por sua vez, foi
capaz de diminuir a porcentagem de infecco total para 39% de um total de 60% de células
infectadas apds 48 horas de incubacdo de células THP-1 expostas a 25 UM do composto
em analise.

Apesar de apresentar moderada atividade contra a forma promastigota do parasita,

a nifuroxazida (NF) foi utilizada nesse ensaio como parametro de comparacao de poténcia
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inibitéria com seus analogos. Dadas as concentracOes testadas, NF sO passa a apresentar
diminuicdo da carga parasitaria a partir de 48 horas de exposicéo as celulas infectadas,
em um comportamento dose-resposta (Figura 27). Ao tempo final de incubagéo, a
nifuroxazida foi capaz de diminuir a infeccdo para 31% de um total de 51% de células
infectadas. E notavel que esta classe de compostos apresenta potencial quanto & acao anti-
amastigota e menor toxicidade em relacdo as células THP-1 do que os farmacos de

referéncia em questao.

Figura 27. Parasitismo (n. de amastigota/100 células) em resposta a anfotericina B,
miltefosina e nifuroxazida durante 24 e 48 horas.
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P: células infectadas ndo tratadas (cinza) (controle positivo). Teste one-way ANOVA e teste Tukey
calculados entre o controle positivo e cada condig8o avaliada (50 pM — 6,25 pM).
p<0,05 (*), p<0,001 (***) e p<0,0001 (****).
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Tabela 12. Avaliacdo da porcentagem de infeccdo dos macréfagos infectados apos
tratamento com anfotericina B, miltefosina e nifuroxazida.

Anfotericina B Miltefosina Nifuroxazida

UM 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas

%D  %inf %@  %inf | %@ %inf %@  %inf | %G %inf %@  %inf

50 71 21 86 14 - - - - 58 42 69 31
25 77 23 74 26 61 39 61 39 48 52 61 39

12,5 72 28 78 22 33 47 53 47 49 51 52 48
6,25 78 22 80 20 49 51 52 48 54 46 49 51
P 56 44 60 40 67 43 40 60 50 50 49 51

%@: porcentagem de macrdfagos ndo infectados; %inf: porcentagem de macrdfagos infectados com
amastigotas de L. (L.) infantum e P: macréfagos THP-1 infectados néo tratados (controle positivo).

O desempenho dos compostos selecionados (2; 13; 15 e 40) em relacdo a
diminuicdo do parasitismo e a porcentagem da infeccdo estdo apresentados na Figura 28
e Tabela 13. O mesmo padréo dose-resposta observado para nifuroxazida foi observado
para 0s compostos testados, principalmente para compostos que apresentaram menor
atividade contra a forma promastigota (13 e 15). Diferente da NF, todos os analogos
testados apresentaram efeito na carga parasitaria a partir de 24 horas de incubacéo.

A concentracdo de 50 uM foi capaz de reduzir a carga parasitaria de maneira
estatisticamente relevante (p < 0,001) em todos os tempos de incubagdo. O composto 40
apo6s 48 horas de exposicdo as células demonstrou, para um total de 41% de células
infectadas, a diminuicdo da porcentagem de infeccdo para 16%. O composto 13, em um
total de 43% de macrdfagos infectados, foi capaz de diminuir as células infectadas para
26% de células. O composto 15, por sua vez, a partir de um total de 43% de macrofagos
infectados, foi capaz de diminuir a carga parasitéaria para 28% células infectadas. Por fim,
0 composto 2 de um total de 57% de macréfagos infectados diminuiu para 28% células

infectadas.
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Figura 28. Parasitismo (n. de amastigota/100 células) em resposta aos compostos 2, 13,
15 e 40 durante 24 e 48 horas de incubacéo.
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P: células infectadas néo tratadas (cinza) (controle positivo). Teste one-way ANOVA e teste Tukey
calculados entre o controle positivo e cada condigdo avaliada (50 pM — 6,25 uM). p<0,0001 (****)

Tabela 13. Porcentagem de infeccdo dos macrofagos infectados com amastigotas de L.
(L.) infantum apds o tratamento com diferentes concentra¢des dos compostos 2, 13, 15 e
40 durante 24 e 48 horas de incubacao.

Porcentagem de Infec¢cdo

Concentracao 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
1M
%@ %inf %D %inf %@ %inf %D %inf
Composto 2 Composto 13
50 67 33 68 32 69 31 74 26
25 65 35 64 36 71 29 78 22
12,5 63 37 70 30 60 40 70 30
6,25 67 33 66 34 62 38 69 31
P 43 57 43 57 47 53 57 43
Composto 15 Composto 40
50 80 20 72 28 85 15 84 16
25 71 29 75 25 72 28 78 22
12,5 70 30 71 31 76 24 75 25
6,25 65 35 58 42 68 32 76 24
P 47 53 57 43 53 47 64 41

%@: porcentagem de macrofagos ndo infectados; %inf: porcentagem de macréfagos infectados com
amastigotas de L. (L.) infantum e P: macrofagos THP-1 infectados ndo tratados (controle positivo).
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O potencial inibitério das formas amastigotas apresentado pelo composto 40 €
comparavel com a anfotericina B para as mesmas condi¢des de ensaio. Notavelmente,
quanto a toxicidade, o composto 40 passa a ser 5 vezes menos tdxicos do que o fa&rmaco
de referéncia para macrofagos THP-1 diferenciados apds 48 horas de incubagdo. Em
relagéo a quimioteca, o0 composto 40 [-CsHs-4-OC7H1s] também se mostrou o mais ativo
contra a forma promastigota da L. (L.) infantum, o que indica que o0 substituinte
4-pentoxi -benzeno garante alto potencial de inibicdo de ambas as formas, promastigota
e amastigota da L. (L.) infantum.

Como as condicdes do ensaio in vitro séo influenciadas pelas propriedades
farmacocinéticas dos compostos, identificou-se que aqueles que possuiam substituintes
mais lipofilicos foram mais eficazes no que se refere a diminuicdo da carga parasitaria
das células infectadas. No composto 2 [-CH2CN], observa-se que o substituinte ciano
mostrou-se ser mais eficaz contra a forma promastigota do que os compostos 13 [CeHa-
4-CHz] e 15 [5-4 CHs-1,2,3-tiadiazol], mas a maior lipofilicidade dos substituintes mais
volumosos garante maior poténcia quanto a diminuicdo da carga parasitaria em células

THP-1 infectadas com a forma amastigota de L. (L.) infantum.

5.7 Avaliacdo da dosagem de d6xido nitrico (NO) em células de macréfagos THP-1
diferenciados infectadas com amastigotas de L. (L.) infantum expostas aos
compostos nitro-heterociclicos

Producdo de NO e outras espécies reativas de nitrogénio e oxigénio estdo
associadas ao processo de controle da infeccdo a partir da ativacdo dos macréfagos,
sinalizando a erradicacdo do parasita dentro dos fagolisossomos. Os parasitas da espécie

Leishmania possuem mecanismos de escape da resposta imune, permitindo a

sobrevivéncia do parasita dentro dos macrofagos, células que participam como agentes

efetores na imunidade inata do hospedeiro.

Paralelamente aos ensaios de diminuicdo da carga parasitaria, foi realizada a
quantificacdo de Oxido nitro. A quantificacdo da producdo de NO foi realizada de forma
indireta pela reacdo colorimétrica de Griess, que consiste na deteccdo de nitrito (NO2")
como resultado da oxidagé@o do Oxido nitrico no sobrenadante da cultura de células. Tais
amostras foram coletadas proveniente das placas de infeccdo tratadas com os compostos
testados e farmacos de referéncia apds 24 e 48 horas de incubag¢do em 37 °C com 5% de
COa.
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Para todos os compostos testados, assim como para os farmacos de referéncia,
somente os compostos 2 e 15 apresentaram diferenca na produgdo de NO. A Figura 29
mostra os resultados dos ensaios de deteccdo de NO para os tempos 24 e 48 horas para
esses compostos. E perceptivel que a producdo de NO se apresenta de maneira dose-
resposta para ambos, com destaque para 48 horas, quando houve aumento significativo
na quantidade de NO formada. Foram considerados como controle positivo e negativo
celulas infectadas néo tratadas e células ndo infectadas ndo tratadas, respectivamente. Em
todas as situagdes, as celulas correspondentes ao controle positivo e negativo nao

apresentaram producéo significante de NO pelo método de Griess.

Figura 29. Producéo de NO para dos compostos 2 e 15 durante 24 e 48 horas de
tratamento em macrofagos infectados com amastigotas de L. (L.) infantum.
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g: células viaveis ndo infectadas; P: macrofagos infectados néo tratados (controle positivo)
correspondentes aos tempos 24 e 48 horas. Teste estatistico one-way ANOVA e Teste de Tukey entre o
controle positivo e cada condicéo avaliada (50 uM — 6,25 puM). p<0,001 (****) e p<0,01 (**)

Os resultados obtidos sugerem que os compostos 2, 13, 15 e 40 apresentam
eficacia tanto contra a forma promastigota quanto as formas amastigotas intracelulares de
L (L.) infantum. Os resultados apresentados de producdo de NO sugerem que a
diversidade dos substituintes da quimioteca podem conferir diferentes mecanismos de
acdo dentro das células em resposta a infeccdo. O perfil de producéo de NO apresentado
pelos compostos 2 [-CH2CN] e 15 [5-4 CHzs-1,2,3-tiadiazol] indicam que eles parecem
expressar uma resposta dos macréfagos infectados que envolve a sinaliza¢éo de processos
envolvidos com a apoptose celular, diferente dos outros compostos, em relacdo a
sensibilidade do método.

Mendonca et. al. (2019) e Silva et. al. (2016) demonstraram que 0s compostos 8
[CeHa], 13 [CeHa-4-CH3], 19 [CeHs-4-Cl], 25 [CeHs-4-NO2] e 27 [CeHzs-4-CsHo],

analogos 4-benzeno substituidos da quimioteca, demonstraram efeitos indutores de
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processos similares a sinalizacdo da apoptose celular contra a forma promastigota de L.
(L.) amazonensis e L. (L.) infantum (MENDONCA et al., 2019; SILVA et al., 2016).
Ambos os trabalhos demonstraram que, em altas doses, os compostos 8, 27 e 19
apresentavam indicadores de apoptose celular em maior concentracdo que a anfotericina
B, através da expressao da externalizacdo de fosfatilserina determinado por citometria de
fluxo. Isso sugere que o mecanismo de acdo da classe de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos contra a atividade anti-Leishmania de ambas as formas morfoldgicas do
parasita envolvem mecanismos que envolvem a sinalizacdo de processos de apoptose
celular.

Os resultados encontrados parecem, assim, corroborar com a hip6tese de que os
compostos nitro-heterociclicos agem como pré-farmacos e estdo envolvidos no processo
de estresse oxidativo e sinalizacdo de mecanismo similar a apoptose dos parasitas
tripanossomatideos, através da producdo de espécies reativas metabolizadas por enzimas
da classe das nitrorredutases (BOT et al., 2013; FIELD et al., 2017; VOAK et al., 2013,
2014; WYLLIE et al., 2016a). Os resultados sugerem que a sua ag¢ao anti-Leishmania esta
envolvida diretamente com a inibicdo do mecanismo de escape do estresse oxidativo do

parasita ou como indutores de apoptose.

5.8 Avaliacdo das alteracdes morfolégicas provocadas pelos compostos nitro-
heterociclicos em macrofagos THP-1 infectados com amastigotas de L (L.)
infantum
A fim de observar os efeitos dos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos durante o

tratamento nos macrofagos THP-1 infectados, quanto as alteracdes das ultraestruturas das

formas amastigotas intracelulares, foi utilizada a microscopia eletronica de transmissao

(MET). De acordo com protocolo estipulado por Sesso (et al., 2017) e Brito (MARIANE

PEREIRA BRITO, 2019), a concentracdo ideal de células necessaria para fixacdo em

glutaraldeido 1% (resina fixadora para o MET) é de 5 x 10° células. Antes da

incorporagéo, foi realizada a contagem das células em camara de Neubauer coradas com

Trypan Blue.

Para o ensaio foram considerados como controle negativo e positivo os macréfagos
THP-1 diferenciados viaveis ndo infectados e infectados com amastigotas apos 48 horas
de incubacéo, respectivamente. Na figura 30, estdo representadas as amostras referentes
aos controles obtidos por meio do MET, em que é possivel observar as estruturas classicas

das células macrofagicas, como o nucleo (Figura 30 A e B - N) em varios estados de
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condensacdo da cromatina; membrana citoplasmatica integra e a presenca de alguns
vaclolos de gordura no citoplasma. Também é possivel identificar, em ambos o0s
controles, algumas células de macréfagos ndo viaveis, em que ha ruptura da membrana
celular e destruicéo citoplasmatica (Figura 30 B - seta preta).

As células infectadas que ndo foram submetidas a nenhum tratamento apresentaram
aparéncia normal, tendo a célula do hospedeiro demonstrado nicleo com cromatina
descondensada (Figura 30 C - N). Pode-se identificar as formas amastigotas intracelulares
presentes de maneira individual ou em grupo inserido nos vacuolos parasitéforos (Figura
30 C-F) e, morfologicamente, as formas amastigotas apresentaram formato arredondado
(Figura 30 F), isto é, sem alteracdo da forma, e algumas organelas puderam ser
identificadas como o ndcleo (Figura 30 C-F - n) e o cinetoplasto (Figura 30 C-F - c).

Alguns amastigotas também apresentaram forma fusiforme, indicando a presenca
de promastigotas internalizados ainda em processo de diferenciacdo (Figura 30 E). As
culturas de macréfagos infectados apresentam os amastigotas em sua maioria intactos,
inseridos dentro do vacuolo parasitoforo, mas, em algumas células, € possivel identificar
a condensacdo da cromatina nuclear do parasita (Figura 30 D - n) e amastigotas em
processo de destruicdo (Figura 30 F - *) dentro do vacutolo, o que sugere o inicio do

processo de resposta celular a infeccao.
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Figura 30. Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo de macrofagos THP-1
infectados com Leishmania (L.) infantum.

A-B: células ndo infectadas; C-F: células infectadas com amastigota de L. (L.) infantum incubados por 48
horas a 37 °C com 5% de CO,. Seta preta: macrofago néo viavel, ruptura da membrana plasmatica; N:
nucleo do macrofago; Seta branca: amastigota; n: nicleo do amastigota; c: cinetoplasto; *: amastigota

afetado. Tamanhos: A-6,2k; B- 2,55k; C-8k; D-25k, E-30k e F-12k.

Devido a alta citotoxicidade apresentada pelos farmacos de referéncia, as
concentracdes testadas de anfotericina B (CCso: 35,55 + 1 pM) e miltefosina (CCso: 14,49
+ 0,04 uM) foram escolhidas respeitando-se os valores de CCso previamente obtidos para
48 horas de incubagdo a 37 °C com 5% de CO,. Apos o tratamento com 12,5 uM de
miltefosina (Figura 31 A-B) e 25 uM de anfotericina B (Figura 31 C-D), é possivel
confirmar a alta citotoxicidade dos farmacos contra as células, observando a presenca de
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edemas no citoplasma (Figura 31 A-B) e alta condensacdo da cromatina nuclear
apresentada pelos macrofagos (Figura 31 - N).

Ap0s o periodo de 48 horas de incubagdo das células submetidas ao tratamento com
miltefosina e anfotericina B, foi observado, também, a presenca em menor quantidade de
amastigotas intracelulares integros encontrados dentro dos vacuolos parasitoforos (Figura
31 A — seta branca), confirmando a eficacia dos farmacos de referéncia quanto a
eliminacdo dos parasitas intracelulares determinada pelos ensaios de parasitismo. Apesar
disso, as células submetidas as concentracdes dos farmacos de referéncia apresentam, de
alguma maneira, estarem submetidas a grande estresse, tanto quando comparadas com
células infectadas e ndo infectadas viaveis quanto com as células submetidas a maiores

concentragcdes dos compostos.

Figura 31. Imagens de microscopia eletronica de transmissao de macrofagos THP-1
diferenciados infectados com amastigotas de L. (L.) infantum tratados com
miltefosina e anfotericina B.

A-B: células tratadas com 12,5 uM de miltefosina; C-D: células tratadas com 25 uM de anfotericina
B. N: nlcleo do macrofago e Seta branca: amastigota. Tamanhos: A-25k; B- 15k; C-8k, D-10k.
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Apds o tratamento com 0s compostos sob analise, de maneira geral, observa-se que
os macrofagos infectados com amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum e expostos a
50 uM dos compostos evidenciaram algumas células em que o nucleo (Figura 32 - N)
apresenta a cromatina em condigdes similares aos controles negativos e positivos (Figura
32 C). Também foram observadas células ndo infectadas nas culturas apos os tratamentos,
confirmando a reducdo da infeccdo observada pelos resultados previamente obtidos em
relacdo & diminuicdo do parasitismo.

Quanto as alteracdes dos aspectos ultraestruturais apresentadas pelos macrofagos
THP-1 tratados com os compostos nitro-heterociclicos, os compostos 2 [-CH2CN] (Figura
32 A-B) e 15 [5-4 CH3-1,2,3-tiadiazol] (Figura 32 C-D) apresentaram perfil de resposta
celular similar. As células apresentaram ndcleo celular com a cromatina condensada,
indicando estarem submetidos a processos de estresso oxidativo indicativos de apoptose.

Adicionalmente, € possivel observar a presenca de lisossomas (Figura 32 C — seta
preta tracejada) e uma maior atividade das mitocondrias (Figura 32 C-D — seta preta) no
citoplasma celular. Os amastigotas intracelulares encontrados no interior do vacuolo se
apresentaram em diferentes estagios de degeneracdo, além de vestigios estruturais no
interior dos vacuolos (Figura 32 B). Foram encontrados também formas amastigotas com
alta condensacdo da cromatina nuclear (Figura 32 A — seta branca), indicando possivel
processo de apoptose.

Tais resultados corroboram com os achados dos ensaios de deteccdo da producgédo
de oxido nitrico (NO) das células THP-1 apresentado pelos compostos 2 e 15, indicando
que eles interferem no mecanismo de resposta celular que envolve a sinalizacdo de
apoptose celular mediada por NO.

O composto 40 [-CeHs-4-OC7H1s], que demostrou ser, dentre 0s compostos
analisados, o mais eficiente quanto a diminuicdo do parasitismo dos macréfagos
infectados determinados por contagem demonstrou, também, o menor efeito toxico
perante as células (Figura 32 E-F). Por apresentar o substituinte quimico de carater mais
lipofilico que os demais compostos, provavelmente € mais facilmente absorvido pelas
membranas celulares e, assim, atinge 0s amastigotas dentro dos vacutolos parasitoforos
(Figura 32 F — seta branca tracejada). Os achados apresentados pelo MET refletiram tal
propriedade, os macrofagos encontrados demonstraram maior integridade do citoplasma,
organelas e nucleo do que quando comparados as células tratadas com os farmacos de

referéncia.
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Apbs exposicdo de 50 uM do composto 40, foi possivel observar que as formas
amastigotas apresentaram perda de forma e intensa vacuolizac¢do do citoplasma (Figura
32 E), os parasitas encontrados dentro dos vacuolos parasitoforos foram facilmente
visualizados em varios estados de degeneracdo (Figura 32 E-F), além de apresentarem
nucleos altamente condensados (Figura 32 E - n), sugerindo que, ap6s 48 horas de
tratamento, algumas formas amastigotas ainda se encontram em processo de morte celular
programada semelhante & apoptose, mas sem estresse para a célula hospedeira. Apos tal
periodo, observa-se, também, a destruicdo total dos parasitas dentro do vacuolo (Figura
32 F — seta tracejada) e vestigios estruturais (Figura 32 F- seta branca) podem ser
observados.

De maneira geral, os compostos nitro-heterociclicos parecem levar a degradacdo
das formas, por meio da recuperacdo dos mecanismos de resposta celular a infeccdo dos
macrofagos. A atividade ainda parece conduzir a um processo de morte celular
programada semelhante a apoptose nos parasitas intracelulares, porém os compostos 2 e
15 demonstraram induzir tal resposta apoptotica para as células hospedeiras também.
Apesar disso, as células submetidas as maiores doses dos compostos se mostraram menos
afetadas do que quando em presenca dos farmacos miltefosina e anfotericina B

Apesar de 0s compostos derivados do 5-nitro-2-furfurilidénicos ainda né&o
possuirem mecanismo de acdo totalmente esclarecido, eles apresentam potencial contra
varias especies de parasitas da classe Kinetoplastidea, o que sugere que eles séo

potenciais candidatos a farmaco com acdo de amplo espectro.
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Figura 32. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de macrofagos THP-1 diferenciados infectados com amastigotas de L. (L.)
infantum tratados com os compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos 2, 15 e 40.

A-B: células tratadas com 50 uM do composto 2; C-D: células tratadas com 50 puM do composto 15; E-F: células tratadas com 50 pM do composto 40.
Seta preta: mitocdndria dos macréfagos; seta preta tracejada: lisossomos; N: ntcleo do macréfago; seta branca: amastigota; seta branca tracejada: vacuolo parasitéforo; n:
nicleo do amastigota e *: amastigota afetado. Tamanhos: A-6,2 k; B- 15 k; C-4 k, D-15 k; E-24 k e F-6,2 k..
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5.9 Avaliacdo atividade dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos contra a formas
promastigotas e amastigota de L. (L.) major

A capacidade inibitdria dos compostos foi avaliada quanto a inibi¢do do crescimento
de ambas as formas morfoldgicas intracelular e extracelular de L. (L.) major. Na tabela
14, estdo dispostos os valores de inibi¢do de crescimento para as formas promastigotas,
medidos através do método de reducdo da Resazurina, assim como os Vvalores
transformados em poténcia de log (-logICso) pICso em molar (M).

A figura 33 mostra o conjunto de compostos classificados quanto a poténcia da
atividade bioldgica: alta (plCso entre 6,47 e 7,06), moderada (plCso entre 6,36 € 5,26) e
baixa (pICso entre 4,97 e 4,87). As curvas de dose-resposta bem como os valores de
porcentagem de inibicdo estdo disponiveis no Anexo 6 (ANEXO 6 - Curva dose-resposta
correspondentes a inibicdo de crescimento parasitario para as formas promastigotas de L.
(L.) major).

O nifurtimox foi utilizado como farmaco de referéncia, apresentando valores
préximos aos encontrados por estudos anteriores, que utilizaram a mesma cepa de L. (L.)
major (MEREDITH et al., 2017; VOAK et al., 2013, 2014). A nifuroxazida foi avaliada
como composto protétipo para os derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos, demonstrando,
contra a forma promastigotas da espécie L. (L.) major, baixa atividade (ICso = 12,79 + 1,04
puM). Todos os compostos avaliados apresentaram maior atividade que a NF, indicando
que todas as modificacdes estruturais realizadas se mostram mais eficiente que o
substituinte 4-fenol. Os compostos 7, 13, 12, 16 e 27 se mostraram menos potentes em
relacdo ao farmaco de referéncia, enquanto os demais compostos avaliados se mostraram
mais ativos. O derivado 4-pentoxi benzeno (40) se mostrou o mais ativo (ICsg = 0,087 +
0,001 pM) dentre os compostos avaliados, comportando-se como 40 vezes mais potente

que o farmaco de referéncia.



124

Tabela 14. Atividade anti-Leishmania dos compostos nitro-heterociclicos, composto
protétipo e farmaco de referéncia contra a forma promastigota da L. (L) major.

I1Cs0 (UM I1Cs0 (LM)
Composto (M) pICso | Composto plCso
(média * dp) (média + dp)

1 0.67 £ 0,007 6.17 | 18 0.34 £ 0,029 6.47
2 3,030, 05 552 |19 0.88+0,13 6.06
3 327011 548 |20 1,74+0,089  5.76
4 1.21+001 592 |21 2.81+0,009 555
5 1.31+0,11 588 |22 344+012 546
6 0.74+0,0008 6.13 |23 2.88+0,014 554
7 3.98+0,04 540 |24 3.01+£0,02 5.52
8 0,6 £ 0,02 6.22 | 25 1.98 + 0,007 5.70
9 0.44+0,025 6.36 |26 1.12+0,009  5.95
10 1,710+0,09 577 |27 3.64+0,003 544
11 0.44+0,025 6.36 |28 2,71+0,12 557
12 539+0,18 527 |29 2.65+0,6 5.58
13 545+007 526 |32 0.87+0,02  6.061
14 > 100 - 33 1,14+0,036  5.940
15 0,81+0,03 6.09 |34 0,188 £ 0,008 6.725
16 10.70+0,95 497 |40 0,087 £0,001  7.06
17 0.91+£0,13 6.04

NFX 3,5 +0,09 545 | NF 12,79+1,04 4,89

Os valores de atividade bioldgica 1Cso (UM) estdo apresentados em média e desvio-
padrdo de ensaios realizados em triplicata. Os valores de atividade biol6gica em
poténcia de log (M) estdo representados por plCso. NF: nifuroxazida. e NFX:
nifurtimox.
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Figura 33. Atividade anti-Leshmania convertida em plCso (-loglCso) do conjunto
de compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos, nifuroxazida (NF) e nifurtimox (NFX).
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H: compostos com alta atividade contra a forma promastigota; M: compostos com atividade
moderada, L: compostos com baixa atividade.
Composto 14 ndo apresentou valores de atividade bioldgica para as condi¢des do ensaio
(1Cs0>100).

Para avaliar a capacidade inibitoria de crescimento das formas amastigotas
intracelulares, foram utilizadas cepas de Leishmania (L.) major capazes de expressar a
enzima luciferase, desenvolvida por VVoak e colaboradores (2013). O ensaio garante que
0 crescimento desses parasitas possa ser monitorado, através da medicdo da
luminescéncia emitida, quando as moléculas de ATP dos parasitas metabolicamente
ativos oferecem energia necessaria para a enzima luciferase oxidar seu substrato. Os
métodos baseados na presenca de luciferase sdo rapidos, sensiveis e altamente indicados
para a triagem de grandes conjuntos de compostos (high throughput screening), mas, em
contrapartida, apresentam a principal desvantagem do alto custo dos reagentes utilizados
(KASKOVA; TSARKOVA; YAMPOLSKY, 2016).

A deteccdo da luminescéncia se da através da reacdo catalisada pela enzima
luciferase, a partir da oxidagdo do seu substrato luciferina, que é responsavel pela
propriedade de bioluminescéncia de certos organismos, como vaga-lumes. A reacdo de
oxidacgéo ocorre pela descarboxilacdo da luciferina em presenca do oxigénio molecular,
resultando na molécula de oxiluciferina (Figura 34). As moléculas resultantes em seu
estado eletronicamente excitado, formas tautoméricas ceto e enol, sdo capazes de emitir
luz no espectro visivel (540 — 600 nm) (SMIRNOVA; UGAROVA, 2017).
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Figura 34. Mecanismo da reacao de emissao de bioluminescéncia através da
oxidacdo da luciferina.
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Fonte: adaptado de Kaskova et. al., 2016.

Foram selecionados alguns compostos, dentre o conjunto avaliado, a fim de
investigar a sua poténcia quanto a forma amastigota da L. (L.) major. Os compostos foram
escolhidos de maneira a englobar aqueles que apresentaram diferentes valores de
atividade bioldgica contra as formas promastigotas. Além disso, foram consideradas,
também, as respectivas citotoxicidades as células THP-1.

Inicialmente, a influéncia na porcentagem de crescimento dos amastigotas
intracelulares em culturas de macréfagos THP-1 diferenciados foi avaliada quanto a
presenca de 30 UM dos compostos apds 72 horas de incubagdo. Como controle positivo
do ensaio, foi considerada a expressdao de luminescéncia referente as culturas de
macrdéfagos THP-1 ndo tratados infectados, contendo 100% de parasitas viaveis. Todos
0s ensaios de inibicdo da forma amastigota foram realizados em placa de 96 pocos
préprias para cultura celular e para a leitura da luminescéncia, as amostras de células
lizadas foram transferidas para placas de 96 pogos brancas. A atividade da enzima
luciferase foi analisada utilizando o kit Promega

Como controle negativo do ensaio, foram consideradas as culturas de células THP-1
diferenciadas ndo infectadas e ndo tratadas. Considerando-se este um ensaio de triagem
inicial do efeito dos compostos, aliquotas de 50 uL do material lizado em triplicata foram
agrupados em um poco separado e, em seguida, 10 pL do lizado agrupado foram
analisados. A atividade da luciferase foi medida apo6s a adicdo de 50 pL do reagente
substrato da enzima (Promega).

Na Figura 35 e na Tabela 15, encontra-se a relacdo dos dados de luminescéncias em
unidade relativa de luz (RLU — Relative Light Unit) e dados de % de crescimento relativos
aincubacao de 30 uM dos compostos triados. E possivel observar que todos 0s compostos

triados apresentaram capacidade de inibir o crescimento das formas amastigotas na
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concentracdo avaliada, apresentando inibicdo de quase toda a carga parasitaria das
culturas de macrofagos. Com isso, a construgdo das curvas dose-reposta e determinacao

dos valores de ICso dos compostos contra as formas amastigotas foram levados adiante.

Figura 35. Suscetibilidade de formas amastigotas de L. (L.) major que expressam
luciferase em relacdo a 30 UM dos compostos nitro-heterociclicos.
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Os ensaios foram realizados em placa de 96 pocos em triplicata. Culturas de 2,5 x 10* células/mL
foram infectadas com 5 x 10° parasitas/mL de promastigotas de L (L.) major durante 72 horas de

incubagdo em 37°C, com 5% de CO.. A atividade da enzima luciferase foi determinada através do

agrupamento do material lisado das triplicatas em uma aliquota e, por isso, ndo apresentam valores
de desvio-padréo. A luminescéncia foi medida em unidades relativas de luz (RLU) e os valores

corrigidos pelo controle negativo (macréfagos ndo infectados) foram plotados em comparagéo com
o0 controle positivo (macroéfagos infectados 100% viaveis). P: controle positivo (100% parasitas

viaveis)
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Tabela 15. Valores de porcentagem de inibicdo do crescimento de amastigotas
intracelulares e luminescéncia emitida correspondente para 30 M dos compostos
avaliados.

Amastigota de L (L.) major

Compostos ' Luminescéncia
% Crescimento
(RLU)
1 1,80 29
2 2,55 34
8 4,05 44
13 0,15 28
15 1,80 29
39 1,65 28
40 3,15 38
N - 17
P 100 684

A atividade da enzima luciferase foi determinada através do agrupamento do material lisado das triplicatas,
em uma aliquota e, por isso, ndo apresentam valores de desvio-padrdo. A luminescéncia foi medida em
unidades relativas de luz (RLU) e os valores de porcentagem de crescimento dos amastigotas intracelulares
foram calculados em relac¢do ao controle positivo (macréfagos infectados 100% viaveis).

P: controle positivo e N: controle negativo.

Como ja discutido, em relacdo aos protocolos de triagem em busca de novos
candidatos a farmacos, a escolha da forma morfoldgica do parasita € essencial para os
ensaios de suscetibilidade. A forma promastigota da Leishmania, geralmente, apresenta
melhor custo-beneficio do que a forma intracelular amastigota, por ser de cultivo e
manipulacdo mais convenientes e envolver menor complexidade dos protocolos
envolvidos, sendo, portanto, a forma mais adequada para processos de automacéao.

Apesar dessas vantagens, os ensaios de triagem de alta produtividade (HTS — high
throughput screening) que envolvem grandes conjuntos de moléculas testadas falham em
detectar todos 0s possiveis compostos ativos, 0 que resulta em varios resultados falsos-
negativos. Além disso, os resultados de triagens com a forma promastigota devem ser
utilizados com cautela, pois essa forma morfologica esta presente nos insetos vetores e
ndo nas celulas humanas, indicando que a molécula que apresenta resultados promissores

ou que se mostra como inativa quanto aos promastigotas pode apresentar resultados
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diferentes em relacdo aos efeitos bioldgicos no parasita intracelular (LAMOTTE et al.,
2019; RIVAS; GIL, [s.d.]; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).

Estudos comparativos de HTS na literatura quanto a eficiéncia de conjuntos de
potenciais candidatos a fArmacos determinaram que a forma promastigota é mais sensivel
a acao dos compostos do que a forma amastigota (MUYLDER et al., 2011). Dessa forma,
0S ensaios de triagem devem levar em consideragdo, principalmente, a acdo dos
compostos contra as formas amastigotas e utilizar a triagem em promastigotas como
estagio inicial do processo de identificacdo das moléculas de interesse.

Além de os amastigotas intracelulares se constituirem da forma clinicamente mais
relevante para os ensaios in vitro, ambas as formas da Leishmania ndo sé séo
morfologicamente diferentes como também apresentam variagdo quanto aos seus
componentes bioquimicos (NADERER; MCCONVILLE, 2011). A escolha dos
parametros adequados para 0s ensaios in vitro com amastigotas intracelulares depende de
fatores como o tipo da célula hospedeira e a taxa de multiplicacdo especifica para cada
espécie da Leishmania. Isso denota a importancia da validacdo da atividade dos
compostos em diferentes condicdes. Os avancos nos protocolos de ensaios de
suscetibilidade na forma intracelular vém consagrando os ensaios de triagem como uma
alternativa vidvel para busca de candidatos a farmaco. (BAEK et al., 2020; HEFNAWY
etal., 2018; HENDRICKX et al., 2019; SIQUEIRA-NETO et al., 2012).

Na Tabela 16, encontram-se os valores de ICso determinados para as formas
promastigotas e amastigotas de L. (L.) major dos compostos selecionados, assim como 0s
valores de citotoxicidade (CCso) em relacdo as células THP-1 e o indice de seletividade
(IS) (CCso/ICx0) relativo a preferéncia pela forma amastigota. Referente aos ensaios, as
curvas de dose-resposta bem como os valores de porcentagem de inibicdo estdo
disponiveis no Anexo 7 (ANEXO 7 - Curva dose-resposta correspondentes a inibicdo de
crescimento parasitéario para as formas amastigota de L. (L.) major).

Os compostos da quimioteca foram escolhidos de forma a representar a natureza
quimica dos grupos de substituintes, alquila, ciclo alquila, heterociclicos, benzeno e 4-
benzeno substituidos. Dessa forma, foram selecionados os compostos: 2 [-CH2CN]
(alquila), 8 [-CeHa4] (benzeno), 10 [ciclo-hexano] (ciclo alquila), 15 [5-4 CH3-1,2,3-
tiadiazol] (heterociclico), 20 [-CgH17] (alquila) e os derivados 4-benzeno substituidos, 28
[CeHe-4-tet-butil], 33 [ CeHes-4-butil amino], 34 [CsHe-4-butoxi] e 40 [CeHs-4-heptoxi].

E importante notar que, para os ensaios de suscetibilidade em que a Leishmania na

forma amastigotas infecta os macrofagos, os compostos que apresentam atividade devem
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atravessar varios compartimentos com diferentes faixas de pH e envolvendo diferentes
mecanismos de transporte celular de moléculas pequenas, como transporte ativo, passivo
ou facilitado por moléculas transportadoras. Compostos transportados ativamente ou que
atravessam a membrana por meio da diferenca do gradiente de concentracdo entre o
ambiente extracelular e intracelular conseguem alcancar, em altas concentracdes, 0
ambiente interno do fagolisossoma (pH acido) e o parasita (pH neutro). Vale ressaltar que
uma importante desvantagem dos ensaios de triagem com células é que os compostos
estdo suscetiveis também a atividades de bombas de efluxo, por exemplo, o que resultaria
em compostos inativos, apesar de poderem apresentar estrutura potencialmente
otimizavel (MARTIN; CANTIZANI; PENA, 2017).

Tabela 16. Suscetibilidade dos derivados 5-nintro-2-furfurilidénicos para as formas
promastigotas e amastigotas de L (L.) major.

L (L.) major 1Cso (UM) THP-1
Compostos Promastigota Amastigota CCso (UM) 1S
(média * dp) (média = dp) (média * dp)

2 3,03+0,05 2,05+0,14 > 100 > 48
8 0,6 £ 0,02 0,32 £ 0,027 33,26 £1,6 101
10 1,71+ 0,09 0,14 £ 0,009 > 100 >714
15 0,81 £0,03 0,59 £0,08 61,68 £ 5,8 104
20 1,74 + 0,089 0,46 £ 0,0029 > 100 216
28 2,71+0,12 0,45+ 0,02 81,69+14 181
33 1,14 0,036 0,84 % 0,05 >100 121
34 0,188 + 0,008 1,84 £ 0,09 2955+ 25 16
40 0,087 + 0,001 0,006 + 0,0003 > 100 16581
Nifurtimox 3,5+0,09 2.15 + 0,012 > 100% > 471
Nifuroxazida 12,79 + 1,04 > 30 38,75 nd

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados de ICso e CCsq foram apresentados em média e
desvio-padrédo (dp). O indice de seletividade (IS) é relativo a razdo entre 0 CCs referente a toxicidade dos
compostos quanto as células THP-1 diferenciadas e o ICsp referente a acdo dos compostos quanto a forma

amastigota de L. (L.) major. nd: ndo determinado; 1(Voak et. al., 2013).

Para o0 caso dos compostos nitro-heterociclicos estudados em faixas de pH acido,

as estruturas se encontram na sua forma molecular, sugerindo que o seu transporte para
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dentro das estruturas do fagolisossoma pode ocorrer tanto por meio de transporte
facilitado quanto ativo. O transporte das estruturas pelas membranas bioldgicas esta
relacionado as propriedades que garantem o equilibrio hidréfilo-lipfilo dos compostos,
como o coeficiente de particdo (logP), que esta relacionado a lipofilicidade, permitindo
que estes sejam melhor absorvidos, transportados pelas membranas das células e, assim,
possam entrar em contato com o parasita e exercer o efeito bioldgico desejado.

Dentre os compostos analisados, é possivel perceber a influéncia que os
substituintes 4-benzeno substituidos exercem para a atividade anti-amastigota. Em geral,
tais substituintes conferiram aumento significante da atividade aos compostos, apesar de
0 comportamento também ndo ser apresentado pelo composto 34 [-CsHa-4-OCasHo].
Compostos que possuiam substituintes que adicionavam menor volume e lipofilicidade a
estrutura prototipo, como o composto 2 [-CH2CN] e o 15 [5-4 CHs-1,2,3-tiadiazol],
apresentaram menor influéncia para a inibicdo do crescimento dos amastigotas
intracelulares. Os derivados que apresentaram maior aumento de atividade referente a
razdo entre os valores de suscetibilidade das formas promastigotas/amastigotas foram:
compostos 40 [-CsHs-4-OC7His] e 10 [-CesHu1-], que se mostraram como 12 vezes mais
ativos; composto 28 [-CsHa-4-terc-CsHo], que foi 6 vezes mais ativo, e 0 composto 20 [-
CsH17], que se mostrou 3 vezes mais ativo contra a forma intracelular em relagdo a
extracelular.

Na Figura 36, estdo ilustradas as curvas dose-resposta dos compostos 2 e 40
referentes a atividade anti-promastigota, anti-amastigota e citotoxicidade. Podemos
observar o impacto da lipofilicidade referente a inibi¢do de crescimento das culturas de
amastigotas intracelulares. Ambos os derivados nitro-heterociclicos apresentam o mesmo
perfil de baixa toxicidade as células THP-1 diferenciadas (CCso > 100 uM). O composto
40 [-CeHe-4-OC7H1s] (Figura 36) que possui o substituinte mais lipofilico se mostrou
como 0 mais potente tanto para as formas promastigotas quanto amastigotas,
demonstrando ser 350 vezes mais ativo do que o nifurtimox, usado como farmaco de
referéncia. Além disso, também apresentou maior valor de indice de seletividade,
indicando que o composto é mais seletivo ao parasita intracelular do que as células THP-
1, reforcando-o como estrutura de interesse para proximas etapas do processo de
descobrimento de novos farmacos, como ensaios de farmacocinética em modelos
animais, além de se poder explorar a estrutura do seu substituinte em subsequentes
estudos de otimiza¢do ao arcabouco quimico dos compostos derivados do 5-nitro-2-

furfurilideno.
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Figura 36. Curvas dose-resposta de inibi¢do do crescimento para L. (L.) major e células
THP-1 referentes aos compostos 2 (esquerda) e 40 (direita).
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Diferentes concentra¢es (100 — 0,0005 puM) dos compostos foram testadas e as curvas dose-respostas
foram construidas para culturas de promastigotas (roxo), amastigotas (azul) e células THP-1. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata e os graficos representam a média e desvio-padrdo referente a
porcentagem de inibicdo de crescimento das culturas em cada concentracdo testada.

5.10 Investigacdo do mecanismo de acdo da quimioteca de compostos 5-nitro-2-

furfurilidénicos envolvendo a enzima nitroredutase

Inicialmente, avaliou-se a quimioteca de compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos
quanto ao efeito no crescimento do parasita T. brucei, para posteriormente determinar se
a inducdo da expressdo em excesso da nitroredutase do tipo 1 causaria alteracdo dos
valores de atividade biologica (ICso).

Esses ensaios foram realizados porque dados na literatura sugerem fortemente que
a enzima nitroredutase do tipo 1 esta envolvida na ativacdo de pro-farmacos como o
nifurtimox, farmaco utilizado para o tratamento de doenca de Chagas e tripanossomiase
africana (BOT et al., 2010; HALL et al., 2010; MEREDITH et al., 2017; WILKINSON
et al., 2008).

Inicialmente, a quimioteca completa foi triada quanto ao seu efeito anti-T. brucei
com cepas wyld-type, a fim de se selecionar, posteriormente, alguns compostos com base
em critérios como compostos com substituintes quimicos representativos e atividade
bioldgica apresentada contra a forma tripomastigota do Trypanosoma brucei.

Dessa maneira, foi avaliada a capacidade de inibi¢do do crescimento das culturas
das formas tripomastigotas presentes no sangue dos hospedeiros vertebrados
(bloodstream form — BSF) do T. brucei, em presenca dos compostos estudados. As curvas

de dose-resposta bem como os valores de porcentagem de inibicao estdo disponiveis no

parasitario para as formas tripomastigotas de T. brucei).
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Os resultados dos valores de concentracdo necessaria para inibir o crescimento
(ICso) de culturas de T. brucei, determinados ap6s 72 horas de incubacdo em 37° C com
5% de COz, e 0s valores em poténcia de log (pICso) estdo dispostos na Tabela 17. A figura
37 mostra o conjunto de compostos classificados quanto a poténcia da atividade bioldgica
(pICxo): alta (pICso entre 7,60 e 7), moderada (plCso entre 6,99 e 5,59) e baixa (plCso entre
5,58 e 5,30).

O composto 40 [-CsHs-4-OC7H1s5] (ICs0 = 0,033 + 0,00032 uM) se apresentou como
0 mais ativo contra a forma BSF de T. brucei, sendo 76 vezes mais potente que o farmaco
de referéncia aprovado para o tratamento do parasita, o nifurtimox, consagrando-se como
um potencial candidato como molécula de interesse que apresenta atividade de amplo
espectro, isto é, com resultados de ICso promissores para os demais parasitas do género
Kinetoplastida, como Trypanosoma cruzi e Leishmania sp (MENDONCA et al., 2019;
PALACE-BERL et al., 2018).

Em relacdo ao farmaco de referéncia, todos os compostos mostraram capacidade de
inibicdo do crescimento de maneira mais eficientes que o nifurtimox (ICsp = 2,53 + 0,33
HM). Com excecédo para 0os compostos 4 [-OCzHs] (ICso = 2,97 £ 0,7 uM), 15 [5-4 CHzs-
1,2,3-tiadiazol] (ICso = 3,9 £ 0,07 uM) e 27 [CeHs-4-CsHg] (ICs0 = 4,95 + 0,58 uM), mas
que apresentaram valores proximos de 1Cso ao farmaco.

Os valores correspondentes ao indice de seletividade (1S) também estdo disponiveis
na Tabela 17. A acdo dos compostos, em geral, mostrou-se mais seletiva ao parasita do
que toxica aos macrofagos, isto é, apresentando altos valores de 1S. De fato, a quimioteca
estudada quando comparada com o nifurtimox (IS >39) somente apresenta maior
seletividade as células, isto ¢, menores valores de IS, para 0os compostos 4 [-OC2Hs], 5
[furano], 15 [5-4 CH3-1,2,3-tiadiazol], 18 [CeH4-4-OCHz], 20 [CsH], 22 [CeHa-4-C3H7],
27 [CeHas-4-C4Hg] € 30 [CeH4-3,4-OCHg].



134

Tabela 17. Atividade dos compostos nitro-heterociclicos e nifurtimox em relagéo a
forma tripomastigotas de T. brucei.

Composto 1Cso(UM) pICso | IS | Composto 1Cs0 (M) plCso IS
(média * dp) (média £ dp)
1 065+005 6,18 |153,01 |21 0,81+0,01 6.09 123
2 0,41+0,02 6,38 |24131 |22 1,77+0,18 575  26.59
3 1,31+0,09 588 | 7654 | 23 0,37 £ 0,09 6.43  271.37
4 29707 5,53 33,66 | 24 1,86 + 0,05 5.73 53.82
5 1,83+0,65 5,74 1393 | 25 1,23 +0,07 5.91 28.39
6 1,15+0,07 594 | 62,75 | 26 0,13+0,02 6.90  478.63
7 1,77+0,2 575 | 56,63 | 27 4,95 +0,58 531  20.19
8 0,8 £0,02 6,09 41,34 | 28 0,25+0,05 6.61 330.55
9 062+008 620 |160,12 |29 0,19 +0,06 6.73  247.67
10 058+001 6,24 |172,18 |30 0,4 +0,01 6.40  28.08
11 026+001 659 |137,9 |31 0,07 £0,01 7.16  836.52
12 0,19+0,03 6,73 | 138,96 | 32 0,31+0,03 6.50 51.42
13 0,4+0,17 6,40 82,34 | 33 0,54 £ 0,05 6.27 184.85
14 1,56+0,06 581 | 6427 |34 0,060+0,001  7.22  486.82
15 3,9+0,07 5,41 15,80 | 35 0,13+0,02 6.88 52.88
16 057+008 625 | 8830 | 36 0,04 +0,00078  7.41  485.18
17 0,53 +0,02 6,28 47,18 | 37 0,22 £0,03 6.65 446.53
18 1,05+0,19 598 | 18,08 | 38 0,17 £ 0,01 6.76  579.37
19 0,18+0,04 6,74 | 80,68 | 39 0,44 0,03 6.35  225.02
20 2,18+0,2 5,66 25,13 | 40 0,033 % 7.57  3696.86
0,00032
NFX 2,53+0,33 5,59 >39 | NF 0,26 + 0,08 6,56 143,75

Valores de 1Cso (LM) e pICso correspondentes a inibigdo relativa do crescimento das culturas de BSF
de T. brucei (wild-type). Dados correspondem & média e ao desvio-padrdo de dois ensaios
independentes BSF realizados em triplicata. Nifuroxazida (NF) foi considerada como composto-
prototipo e nifurtimox (NFX) como farmaco de referéncia. indice de seletividade (IS) corresponde
a razdo entre os valores de CCso (M) das células THP-1/ICso (UM) do T. brucei.
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Figura 37. Valores de atividade anti-T. brucei convertida em plCso (-loglCso
M) da quimioteca de derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos.
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H: compostos com alta atividade contra a forma promastigota; M: compostos com atividade
moderada, L: compostos com baixa atividade. NFX: nifurtimox (amarelo); NF: nifuroxazida.

Com o objetivo de testar a hipOtese de que 0s compostos estudados sao
biorreduzidos pelas enzimas nitrorredutases, foram, entdo, avaliadas as capacidades
inibitérias do seu crescimento quanto a uma cepa mutante da forma tripomastigota de T.
brucei capaz de ser induzida a expressar a enzima nitroredutase do tipo 1 do parasita
(TONTR1) (WILKINSON et al., 2008).

A enzima NTR1 foi clonada juntamente com um vetor capaz de sofrer inducédo da
expressdo em presenca de tetraciclina (1 pg/mL). Tal cepa foi denominada de TONTR e
0s ensaios de suscetibilidade foram realizados com compostos selecionados que
apresentam substituintes quimicos representativos da quimioteca, apresentaram
diferentes perfis de atividade (alto, moderado e baixo) contra a cepa de T. brucei original
(wyld-type) e apresentaram resultados satisfatérios de citotoxicidade (CCso > 25 uM).

A capacidade de inibicdo de crescimento (ICso uM) das culturas parasitarias
referentes aos compostos selecionados da quimioteca (2, 8, 10, 15, 28, 31, 34, 36 e 40)
foi avaliada, entéo, para a forma tripomastigota de TONTR, em presenga [TONTR (+)] e
auséncia [TbNTR (-)] de tetraciclina. Tal estratégia é baseada em estudos prévios, com
derivados nitro-heterociclicos ativados pelas nitrorredutases, em que, para parasitas
mutantes que ndo expressavam a NTR1, foi observado que estes passavam a se mostrar

resistentes aos efeitos dos compostos testados. Consequentemente, a super expressao do
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gene NTR resulta, entdo, em uma resposta hipersensivel aos seus efeitos (BOT et al.,
2013; HALL et al., 2010; TROCHINE et al., 2014; WILKINSON et al., 2008).

Dessa maneira, o nifurtimox foi utilizado como farmaco de referéncia e controle
para os ensaios, de forma que, para cada microplaca do ensaio realizado com o0s
compostos, os valores de inibicdo do crescimento apresentados pelo nifurtimox foi
considerado como critério de qualidade do ensaio. Ademais, os valores de inibicdo do
crescimento das culturas parasitarias correspondentes as concentracdes (uM) testadas
relativas ao nifurtimox estdo dispostas na Tabela 18, assim como as respectivas curvas

dose-resposta e valores de 1Csg (uM) (Figura 38).

Figura 38. Curva dose-resposta correspondente a inibigcdo do crescimento parasitario
em diferentes concentracdes de nifurtimox para as condi¢des de indugdo da super
expressdo da NTR1 TbNTR (+) e expressdo normal da proteina TONTR (-).
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Tabela 18. Inibicao do crescimento parasitario de culturas de tripomastigotas de T.
brucei para as condicGes de indugéo da super expressdo da NTR1 TbNTR (+) e
expressdao normal da proteina TONTR (-) relativos a diferentes concentracdes de

nifurtimox.
Concentracao IC
- +

M0 e
100 -4 0,0+0,21 0,0+0,45
50 -4,3 0,08 £ 0,43 0,04 £ 0,48
25 -4.6 0,30 + 0,37 0,22+0,41
12.5 -4,9 0,37+0,43 0,15+0,48
6.25 -5,2 1,34 £ 0,17 0,22 £ 0,46
3.12 -5,5 45,63 £ 1,39 1+0,62
1.6 -5,8 90 + 3,32 3,81+0,8
0.8 -6,1 93 +7,63 30,89 + 6,82
0,4 -6,4 94 + 4,23 77,98 + 3,61
0,2 -6,7 100 £ 4,61 96,09 + 3,7
0,01 -7 100+1,51 100 £ 4,6

Dados apresentados em média e desvio-padrdo (dp) de ensaios em triplicata e repeti¢do de, pelo menos,
um ensaio independente. IC: porcentagem (%) de inibi¢do de crescimento.

O nifurtimox é considerado farmaco de referéncia para o tratamento de doenca de
Chagas, causado pelo Trypanosoma cruzi, e a Tripanossomiase Humana Africana (HAT),
causada pelo T. brucei, e se comporta como pro-farmaco bioativado pelas enzimas
nitrorredutases de ambos os parasitas (HALL; BOT; WILKINSON, 2011; VOAK et al.,
2013; WILKINSON et al., 2008; WYLLIE et al., 2016b). Os valores de I1Cso encontrados
para o nifurtimox corroboram com os dados apresentados pela literatura. Para a condi¢ao
de super expressdo de NTR1, os parasitas se mostraram até 6 vezes mais sensiveis ao
farmaco [TbNTR (+): ICso = 0,69 + 0,04 uM/ TbNTR (-): ICso = 3,04 = 0,06 uM],
confirmando que ele é metabolizado pela enzima.

Também foi considerado como farmaco de referéncia para o ensaio o fexinidazol,
que € de administracdo oral, aprovado para o tratamento de HAT desde 2010
(TORREELE et al., 2010) e encontra-se em fase de estudos clinicos para o tratamento

contra T. cruzi e Leishmania spp. O farmaco também se comporta como pro-farmaco e ja
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foram reportadas que ele é metabolizado por nitrorredutases de T. brucei, T. cruzi e
Leishmania spp (BAHIA et al., 2014; “Fexinidazole for Chagas | DNDi”, 2020;
PATTERSON; FAIRLAMB, 2018; SUNDAR; SINGH, 2016; WYLLIE et al., 2012).
Assim como o nifurtimox, concordando-se com o indicado pela literatura, as culturas de
parasitas mutantes se mostraram 10 vezes mais sensiveis ao farmaco [TONTR (+): ICso =
0,19 £ 0,03 UM/ TONTR (-): I1Cs0= 6,08 + 0,44 uM] (Tabela 18).

Os resultados de ICsp (LM) correspondentes ao parasita mutante com e sem inducgao
da expressdo de NTR estdo dispostos na Tabela 19. A fim de facilitar a visualizacdo das
diferencas de atividade apresentadas pelos compostos selecionados contra ambas as
condicOes de expressdao de NTR1 do parasita, foi determinada a razdo entre as duas
atividades observadas [TONTR (-) / TONTR (+)], para determinar a ordem de grandeza
entre elas. Além disso, os valores de atividade também foram transformados em poténcia
logaritmica (-loglCso), pICso (M) e estdo representados na Figura 39.

Os resultados de ICso (UM) obtidos em relacdo as culturas de TONTR (-) foram
consideradas como controle, uma vez que, em auséncia da tetraciclina, apresentam niveis
de expressdao da NTR 1 normais. De fato, os resultados dos ensaios de suscetibilidade
para a cepa TONTR(-) foram comparaveis aos resultados obtidos para as culturas de T.
brucei original (wild-type), corroborando os dados de literatura, ou seja, que as cepas
TbNTR apresentam o mesmo perfil de crescimento quando comparados a cepa wild-type
(WILKINSON et al., 2008).

Figura 39. Diferencas entre as suscetibilidades de culturas mutantes de T. brucei
induzidas a superexpressao de nitrorredutase (NTR 1) em rela¢do aos compostos.
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PICs,

Valores em plCsp sdo correspondentes as médias dos resultados de inibicéo relativa do
crescimento (ICso M) em poténcia de log. Dados correspondem a média de dois ensaios
independentes realizados em quadriplicata. Nifurtimox (NFX) e fexinidazol (FXN) foram
considerados como farmacos de referéncia. Cepas induzidas a superexpressar NTR (+)
estdo representadas em preto e, como controle, 0 mutante sem inducéo (-), em cinza.
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Tabela 19. Suscetibilidade da forma tripomastigota de T. brucei para as condic¢des de
indugdo da superexpressdo da NTR1 ToNTR (+) e expressdo normal da proteina TONTR
(-) em relacéo aos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos.

T. brucei 1Cso (LM)

Compostos — ThNTR (-) TONTR (+) TENTR O

TONTR (+)
(médiatdp) (médiatdp)

2 045+0,02  0,15+0,004 3

8 1,36+0,03 0,16 0,012 8,5

10 1,33+0,027 0,10+ 0,005 13,3

15 4,95 + 0,49 0,1+ 0,005 49

20 2,18 +,15 0,53 + 0,031 4,11

28 0,3+0,006 0,04+ 0,005 75

31 0,046 +0,001 0,046 + 0,001 1

33 0,9 +0,08 0,059 + 0,002 15

34 0,16 £0,004 0,01+ 0,001 16

36 0,032+0,025 0,150,017 0,21

40 0,015+0,01  0,0146 + 0,009 1,02

Nifurtimox 3,04 + 0,06 0,69 + 0,04 4,40

Fexinidazol 6,08 + 0,44 0,19 + 0,03 32

Valores de 1Cso (UM) correspondentes a inibicéo relativa do crescimento das culturas mutantes de
tripomastigotas de T. brucei em presenca e auséncia do indutor génico (tetraciclina) de superexpressao da
enzima nitroredutase do tipo 1. Dados correspondem a média e ao desvio-padrdo de dois ensaios
independentes realizados em quadriplicata. Nifurtimox e fexinidazol foram considerados como farmacos
de referéncia.

As culturas de parasitas que apresentam elevado nivel de expressdo de NTR do tipo
1, TONTR (+), para os compostos selecionados, mostraram maior sensibilidade que os
compostos na ordem de 3 a 18 vezes em relacdo ao controle, isto €, em comparagdo com
os valores de suscetibilidade em relagéo a cultura de TONTR (-). Os derivados 4-benzeno
substituidos (8, 28, 33 e 34), apresentaram diferenca nos valores de atividade em relagéo
aos tripomastigotas TONTR (+). Para o composto 33 [-CeHs-4-NCsHg], a cultura induzida
a expressar NTR1 em elevados niveis (TONTR+) se mostrou, inclusive, 15 vezes mais
suscetivel ao efeito do composto.

Em relagéo aos demais grupos de substituintes, o composto 15 [5-4 CHz3-1,2,3-

tiadiazol] (substituinte heterociclico), que apresentava atividade moderada a formas BSF
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de T. brucei wild-type, demonstrou a maior diferenca de valores de atividade entre as
condicBes testadas e se mostrou 18 vezes mais potente em relagdo a forma tripomastigota
de TBNTR (+). O composto 2 [-CH2CN] (substituinte alquila), que também apresentou
atividade moderada para o parasita, demonstrou hipersensibilidade ao mutante testado
somente 3 vezes maior. Também de substituinte alquila, mas de maior volume e
lipofilicidade, o composto 20 [-CgH17], que apresentava atividade baixa contra as formas
BSF do T. brucei wild-type, foi 6 vezes mais potente em relacdo aos tripomastigotas
TBNTR (+). O composto 10 [-CeH11-], que apresenta o substituinte ciclohexano, que
demonstrou atividade moderada contra as formas BSF do T. brucei wild-type, por sua
vez, foi 12 vezes mais potente em relacdo a condicéo de superexpressdo da TONTR.

Tais resultados indicam que, apesar de alguns se mostrarem altamente potentes
quanto ao seu efeito inibitorio do crescimento dos parasitas, as diferencas resultantes da
influéncia dos substituintes quimicos do conjunto de compostos estudados demonstram
diferentes perfis de resposta. Os compostos benzeno substituidos 40 [-CsHa-4-OC7H1s],
31 [-CeHs-4-SO2NH2] e 36 [-CsHs-3-O-CgHs], de alta atividade contra as formas
tripomastigotas de T. brucei em relacdo a linhagem TbNTR (+) ndo apresentaram
alteracéo significativa dos valores de ICso (LM). Isso indica que, apesar de apresentarem
0 arcabougo quimico 5-nitro-2-furfurilidénico similar ao nifurtimoOx [4-(5-nitro-2-
furfurilidénico)-amino-1,1-diéxido-3-etiltiomorfolina], o efeito de alguns substituintes
quimicos presentes no conjunto de compostos estudados possivelmente afeta a sua
capacidade de serem metabolizados pela enzima.

Adicionalmente, propriedades quimicas relacionadas aos substituintes quimicos
devem ser levadas em consideragdo quanto a interacdo destes compostos com o parasita
e com a enzima estudada. Pedron e colaboradores (2018) demonstrou que propriedades
eletronicas associadas ao potencial de oxi-reducdo das moléculas sdo importantes para a
atividade bioldgica contra Leishmania e T. brucei. Os substituintes benzeno substituidos
4-heptoxi (40), 4-sulfamoil (31) e 3-fenoxi (36), provavelmente, impactam no equilibrio
eletronico da molécula ha tornando néo reativa para a enzima nitroredutase do tipo 1 em

T. brucei.
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5.11 Estudos aplicando métodos de modelagem molecular e quimiometria para a
investigacdo das relacbes entre estrutura quimica-propriedades moleculares-
atividade biolégica

5.11.1 Conjunto de dados, construcdo dos modelos moleculares 3D e célculo das

propriedades moleculares

A construgdo dos modelos moleculares tridimensionais do conjunto de dados
formado pelos 40 derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos e nifuroxazida foi realizada com o
auxilio do programa Hyperchem Professional 8.0 (HYPERCUBE, 2008). A estrutura
cristalogréfica do composto protoétipo, nifuroxazida (NF), foi utilizada como arcabouco
quimico referéncia para geometria inicial dos demais compostos. A estrutura da NF,
depositada no Cambridge Structural Database (CSD) (GROOM et al., 2016) sob o
codigo LEQTAC (PNIEWSKA; JANUCHOWSKI, 1998) foi utilizada como referéncia.
As estruturas 3D foram verificadas quanto a disponibilidade da forma ionizada ou
molecular em faixa de pH fisioldgico (entre 7,4 e 7,2) com o auxilio do programa Marvin
Sketch. Os célculos demonstraram que todos 0s compostos permaneciam na forma nédo
ionizada na faixa de pH escolhida e, portanto, as estruturas foram desenhadas na forma
neutra.

A construcdo das estruturas 3D das moléculas seguiu conforme descrito na secéo de
Materiais e Métodos. A andlise conformacional de cada molécula foi gerada com o
programa Balloon (VAINIO; JOHNSON, 2007). O programa utiliza um algoritmo
genético que gera conférmeros diferentes a partir da modificacdo dos angulos de torséo,
da estereoquimica das ligacdes duplas, dos centros quirais tetraédricos e da conformacao
de anéis. Foram gerados até 200 conformacdes, considerando-se o nimero de ligacoes
rotaveis para cada composto (EBEJER; MORRIS; DEANE, 2012). Os valores das
energias total obtidos para os compostos da quimioteca foram na faixa de 40 a 55
kcal/mol. Os minimos locais foram selecionados e minimizadas novamente e foram as
estruturas de entrada (input) para calculo dos descritores nos diferentes programas
utilizados.

As propriedades moleculares de natureza topoldgica, hidrofobica, eletrdnica,
termodinamica, geométrica, constitucional e espectrofotométrica foram calculadas a
partir das estruturas tridimensionais da quimioteca, conforme descrito. Na Tabela 20

estdo apresentados os descritores calculados para o conjunto de dados, assim como o
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programa utilizado e a informacdo sobre os descritores. Os valores dos descritores
calculados juntamente com a atividade bioldgica (pICse) encontram-se no material anexo
(ANEXO 9 - Valores dos descritores calculados para os compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos).

Descritores eletronicos foram calculados pelo método semi-empirico B3LYP,
conjunto de base 6311G++(d,p) (PETERSSON et al., 1988; PETERSSON; AL-LAHAM,
1991) com o programa Gaussian (GO3W). Os valores de HOMO, LUMO e gap, em
hartree, foram transformados em kcal/mol (1 Hartree = 6,27509 kcal/mol). As cargas de
potencial eletrostatico (CHELPG) para cada atomo calculadas pelo método de Breneman
e Wiberg (1990).

Tabela 20. Descritores calculados para a quimioteca de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos.

Descritores  Programa Natureza Descricao
Energia do orbital HOMO (orbital
Eromo molecular de maior energia, highest

occupied molecular orbital)
Energia do orbital LUMO (orbital
ELumo molecular de menor energia, lowest
unoccupied molecular orbital)

GAP Enomo - ELumo
uz Momento de dipolo elétrico no eixo y
X Momento de dipolo elétrico no eixo x
Ky Momento de dipolo elétrico no eixo z
uT Momento de dipolo elétrico total
Gaussian o Carga CHELPG do atomo de carbono
CHELPG_C11 03W Eletronica C11
Carga CHELPG do atomo de carbono
CHELPG_C8 C8
Carga CHELPG do atomo de carbono
CHELPG_C6 C6 (C=N)
Carga CHELPG do atomo de carbono
CHELPG_C1 C1
CHELPG_N4 Carga CHELPG do atomo de carbono
Carga CHELPG do atomo de oxigénio
CHELPG 03 carbonilico
CHELPG_N Carga CHELPG do atomo de nitrogénio
(-NO2) pertencente ao grupamento nitro

Carga CHELPG do 4tomo de nitrogénio
CHELPG N5 N5 (C=N)
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Tabela 20. Descritores calculados para a quimioteca de compostos 5-nitro-2-

furfurilidénicos (continuacao).

Descritores

Programa

Natureza

Descricao

Platt

Randic

Balaban

Harary

Hyper Wiener

Szeged

Wiener

Polarity Wiener

Cyclomatic
number

Fsp3

Aliphatic atom
count

Aliphatic bond
count

Aromatic atom
count

Aromatic bond
count

Chain atom count

Chiral center
count

Ring atom count

Ring bond count

Aliphatic ring
count

Aromatic ring
count

Marvin
ChemAxon

Topoldgica

indice que descreve a soma dos graus de
contorno de superficie

indice que descreve a soma harmdnica das

médias geométricas dos vértices

indice que descreve a soma das distancias
médias (BALABAN, 1982)

indice que descreve a soma das metades
dos elementos diagonais externos da
matriz de distancia molecular reciproca
Variagdo do indice de Wiener

indice que estende o de Wiener para

diagramas ciclicos, contando pela soma da
contagem do nimero de atomos em ambos

os lados de cada ligagéo
Indice que descreve a soma da distancia
entre &tomos

indice que descreve o nimero de 3
distancias de ligacdo na molécula
Menor nimero de ligacGes que deve ser
removido para que nao haja &tomos
conectados restante
NUmero de carbonos sp3 hibridizados
divididos pelo nimero total de carbonos
em uma molécula,

NUmero de 4tomos alifaticos em uma
molécula
NUmero de ligagdes alifaticas em uma
molécula
Ndmeros de 4tomos aroméaticos em uma
molécula
NUmero de ligagdes aromaticas em uma
molécula
NUmero de ligagdes em uma molécula
NUmero de &tomos em cadeia

NUmero de carbonos quirais em uma
molécula

NuUmero de anéis em uma molécula

Namero de ligages em anéis em uma
molécula

NUmero de anéis alifaticos com ligacdes
ndo aromaticas em uma molécula

NuUmero de anéis aromaticos em uma
molécula
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Tabela 20. Descritores calculados para a quimioteca de compostos 5-nitro-2-
furfurilidénicos (continuacao).

Descritores Programa  Natureza Descricéo
Carbo ring NUmero de anéis que contenham somente
count carbono em uma molécula
Carboaliphat Numero de anéis alifaticos que contenham
ic ring count somente carbonos em uma molécula
Carboaromat NUmero de anéis aromaticos que contenham
ic ring count somente carbonos em uma molécula
Fused . ,. - N
aromatic NUmero de anéis aromaticos com ligacdes em
X comum com outros anéis em uma molécula
ring count
Fused ring Marvin Topolégica Numero de anéis fundidos em uma molécula
count ChemAxon
Heteroaroma , . [ s
tic rin Numero de aneis aromaticos heterociclicos em
g uma molécula
count
Largest ring
size Tamanho do maior anel m uma molécula
Largest ring NUmero de anéis no maior sistema de anéis em
system size uma molécula
Ring count NUmero de anéis em uma molécula
Ring system
count NUmero de sistema de anéis em uma molécula
RBC NUmero de ligagdes rotaveis de uma molécula
BC NUmero de ligagcdes de uma molécula
Soma dos atomos em uma molécula que tem
Donor count capacidade doadora de hidrogénio
. Soma dos atomos de hidrogénio conectados
Donor sites . L9 . .
Marvi Constitucional/ com atomos doadores de ligacdo de hidrogénio
Acceptor ch ar'x\m o_nsttl,tumona NUmero de atomos aceptores de ligacéo de
count emAXxon Intrinseco hidrogénio
Acceptor Soma de pares de elétrons nos atomos aceptores
sites de ligagdes de hidrogénios
MW Peso molecular
Atom , .
NUmero de 4&tomos
Number
VvdwR ViewerL ite Volurpe_z de Van der Waals do substlt_U|r_1te
50 Superficie de Van der Waals do substituinte
ASAR (A?)
avdw Superficie de Van der Waals(A2?)
Vvdw Volume de Van der Waals (A2)
. - Superficie de acessibilidade ao solvente
Marvin Estéricos/ . .
i calculada usando o raio de uma molécula de
ChemAxon  geomeétricos .
ASA agua
Superficie de acessibilidade ao solvente de
ASA+ todos os a&tomos com carga parcial positiva
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Tabela 20. Descritores calculados para a quimioteca de compostos 5-nitro2-
furfurilidénicos (continuacao).

Descritores Programa Natureza Descricao

Superficie de acessibilidade ao
solvente de todos os &tomos com
ASA- carga parcial negativa
Superficie de acessibilidade ao
solvente de todos 0s 4&tomos

ASAH . o hidrofobicos
Marvin Estericos/ Superficie de acessibilidade ao
ChemAxon geometricos solvente de todos os atomos
ASAP polares
PSA Area de superficie polar
MR Refratividade molar

Energia  dos anéis aromaticos

P energy calculados pelo método de Huckel
Marvin Energia calculada para cada
Dreiding ChemAxon Termodinamico estrutura 3D a partir do campo de

forca Dreiding

Ressonancia magnética nuclear de
RMN C1 3carbono do atomo C1

Dados experimentais Ressonéncia magnética nuclear de

RMN Ha (Palace-Berl et al, 2018) Espectrometrica hidrogénio ligado ao 4tomo N4
Ressonancia magnética nuclear de
RMN H6 thidrogénio ligado ao atomo C6
Al Angulo de torso da diedral 1
(1C-4N-5N=6C)
A Angulo de torsio da diedral 2
(30-1C-4N-H)
A3 Angulo de torsio da diedral 3
(4N-5N=6C-H)
A4 Angulo de torsdo da diedral 4
Hyperchem Professional 8.0 Estrutural . .(4N'5.N_6~C'8C) ,
D1 Distancia da ligacdo entre &tomo
R-1C
D2 Distancia da ligac&o entre atomo
1C-4N
D3 Distancia da ligacdo entre atomo
5N-6C
D4 Distancia da ligac&o entre atomo
R-8C
ClogP Coeficiente de partigéo calculado
(n-octanol/agua)
Marvin L.
Clogb2 ChemAxon Topologica Coeficiente de parti¢do aparente
_ Clogb7 em diferentes pHs: 2,7 e 10
ClogD10

Os angulos de torsdo presentes nas diedrais do grupamento N-acilhidrazona e a
distancia entre as ligagdes entre os atomos foram calculados com o programa HyperChem

8.0 (HYPERCUBE, 2008). Foram considerados para o conjunto de descritores os diedros:
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(Al) 1C-4N-5N=6C, (A2) 30-1C-4N-H, (A3) 4N-5N=6C-H e (A4) 4N-5N=6C-8C,
assim como as distancias (d1, d2, d3 e d4), ilustradas na Figura 40. Os angulos diédricos
foram calculados para se observar a planaridade do grupo azometinico em relacdo a
carbonila da porcdo N-acilhidrazona (HC=N-N-C=0) aos substituintes ligados ao
carbono carbonilico. Séo evidéncia de planaridade os angulos diédricos de 180°, dessa
forma, os valores das diedrais A1, A2, A3 e A4 obtidos foram préximos de 180° ou 0°
para todos 0os compostos e a nifuroxazida. Além disso, a adigdo de diferentes substituintes

volumosos nao afeta a posicédo espacial da ligagdo N-acilhidrazona.

Figura 40. Representagdo dos compostos 5-nitro2-furfurilidénicos.

| d4 j

Descritores representados pelas distancias (d1, d2, d3 e d4) das ligacfes entre &tomos e angulos
diédricos, Al: 1C-4N-5N=6C (vermelho); A2: 30-1C-4N-H (azul), A4: AN-5N=6C-H (verde)
e 4N-5N=6C-8C (amarelo).

Em relacéo as cargas CHELPG calculadas, na Figura 41 estéo ilustrados os mapas
de potencial eletrostatico e a representacdo da distribuicdo de cargas CHELPG geradas
com o auxilio do Gausview 4,1 (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2007) para 0s
compostos 15, de atividade moderada, e 0 28, de alta atividade, de acordo com as cargas
de potencial eletrostatico (CHELPG).

De maneira geral, para o conjunto de compostos estudados, as cargas negativas
foram localizadas nos atomos O3, N4 e N5, correspondentes aos atomos do oxigénio
carbonilico e nitrogénios da porcdo N-acilhidrazona, enquanto cargas positivas foram
localizadas nos 4&tomos N(NO.), C11, C8, C6 e C1, indicando que esses 4&tomos estdo
mais expostos a ataques nucleofilicos. Alguns compostos apresentaram carga negativa no
carbono da porgao azometinica
(-HC=N-R) (Figura 41(B) - distribuicdo de cargas CHELP para o composto 28),
indicando, nesses compostos, que a posic¢ao esta mais exposta a ataques eletrofilicos.

O mapa de potencial eletrostatico € interpretado a partir do esquema de cores, de
maneira que o gradiente representado pelas cores vermelho e azul representam regides de

alta distribuicdo de densidade eletrénica (mais negativas) e regifes de distribuicéo
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eletrobnica mais baixa (mais positivas), respectivamente (programa GaussView 4,1
(DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2007).

Figura 41. Mapas de superficie de potencial eletrostatico (A) e distribuicdo de cargas
CHELP por &omos (B) dos compostos 15 e 28.
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Cargas de potencial eletrostatico (ESP) CHELPG assim como as superficies do mapa de potencial
eletrostatico geradas foram calculadas a partir de calculos DFT B3LYP/3611G ++ (d,p) no GAUSSIAN
03W e visualizadas com o programa GausView 4,1 (DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2007). A
isosuperficie de densidade eletronica foi determinada para 0,0004 a.u. e 0s compostos estdo representados
na forma de bastdo. (A) Para o MEP, a coloragdo dos d&tomos correspondente a &tomos de carbono em
cinza, oxigénio em vermelho, hidrogénio em branco e nitrogénio em azul. Diferentes valores de
distribuicdo de densidade eletrénica estdo representados por cores diferentes: vermelho representa regides
mais eletronegativas do potencial eletrostatico, azul representa regides positivas e verde representa
regides de potencial eletrostatico proximo ao zero (ou nulos). Potencial eletrostatico aumenta na seguinte
ordem vermelho>laranja>amarelo>verde>azul. (B) Representacdo da distribuicdo de cargas CHELPG
para os &tomos 03, N4, N5, N(NO), C11, C8, C6 e C1. A coloragdo dos a&tomos corresponde ao
gradiente de cores vermelho (para cargas negativas) e verde (cargas positivas).

Dados experimentais de deslocamentos quimicos foram retirados de publicagdes
prévias do grupo (PALACE-BERL et al., 2015, 2018). Foram considerados como

descritores os valores de deslocamentos quimicos de *3carbono e *hidrogénio para o
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carbono carbonilico (RMN C1) e hidrogénios ligado ao nitrogénio da ligacéo imida (H4)

e carbono azometinico (C6) (RMN H4 e RMN H6, respectivamente).

5.11.2 Investigacdo das relacOes estrutura/propriedades moleculares-atividade: anélise
exploratoria de dados

1. Filtros utilizados para auxiliar a selecdo de variaveis

Uma etapa prévia de selecéo de variaveis foi realizada para se eliminar descritores
pouco significantes para a atividade bioldgica estudada. Os valores de atividade bioldgica
transformados em poténcia de log (-loglCso) pICso em molar (M) foram utilizados para a
selecdo de variaveis, analise exploratoria por métodos ndo supervisionados HCA e PCA,
assim como para a construcdo das redes de activity cliff. Os dados de plCso estéo
disponiveis na Tabela 9 (“Atividade anti-Leishmania dos compostos nitro-heterociclicos,
composto protétipo e farmacos de referéncia contra a forma promastigota da L. (L)
infantum. ”). A Figura 42 mostra o conjunto de compostos classificados quanto a poténcia
da atividade bioldgica, como de alta (pICsoentre 6,70 e 6,22), moderada (plCso entre 6,22
e 5,28) e baixa (pICso entre 5,22 e 4,79) atividade.

Os valores de pICso para 0s compostos de maior e menor atividade variaram entre
afaixade 6,70 a4,79. Para a investigacao das relac@es estrutura/propriedades moleculares
e atividade bioldgica, € importante que o conjunto de compostos tenha diversidade
estrutural e consequente variacdo de valores de atividade bioldgica. Idealmente, a
diferenca de ordem de magnitude entre 0s compostos mais e menos ativos deve ser de
duas unidades logaritmicas (ABRAHAM, 2003). O presente conjunto de compostos 5-
nitro-2-furfurilidénicos apresentou diferenca de 1,9 unidades logaritmicas, o que se deve,
provavelmente, a diversidade ndo muito acentuada dos pontos de modificagdes estruturais

no arcabouco quimico comum dos compostos estudados.
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Figura 42. Atividade anti-Leishmania convertida em plCso (-loglCso) do conjunto de
compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos, nifuroxazida, anfotericina B e miltefosina.

81

"""""""""""" Shatr i

6_ _77 ] —
m SRR oo M

-] N

pICs)
IS

Compostos

AMB: anfotericina B; MILT: miltefosina (MILT) e NF: nifuroxazida. Compostos 14 e 31 néo
apresentaram valores de atividade biolégica para as condi¢des do ensaio, H: compostos com alta atividade
contra a forma promastigota; M: compostos com atividade moderada, L: compostos com baixa atividade.

Conforme descrito em Materiais e Métodos, dois filtros foram utilizados para
auxiliar a selecdo de varidveis que foi considerada para a anélise exploratéria de dados.
Para isso, uma tabela foi gerada contendo oitenta e cinco colunas (variaveis independentes
ou descritores e variavel dependente ou atividade bioldgica) e trinta e nove linhas
(amostras ou compostos). O objetivo desse processo foi reduzir informacoes
desnecessérias (ruidos) que podem prejudicar a interpretacdo do resultado da anélise.

Calculou-se, inicialmente, o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre cada
variavel independente e a atividade biologica (pICso). Em seguida, observou-se a
tendéncia de distribuicdo dos dados por meio da visualizacdo de graficos de dispersdo
entre cada descritor calculado e a variavel dependente.

O coeficiente de correlacdo de Pearson é um parametro estatistico que representa
a correlacdo linear entre os descritores/propriedades calculados e o dado biolégico. Em
estudos de avaliagdo da relacéo estrutura-atividade sobre séries de compostos, busca-se
que as propriedades estruturais calculadas estejam bem correlacionadas com as repostas
bioldgicas (FERREIRA, 2015). Para o conjunto de dados investigado, os descritores que

apresentaram valores maiores de correlagdo com a atividade biologica foram: a area de
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superficie polar (PSA) (|r| = 0,37) (estérico/geométrico); o momento dipolo total (uT) (|r|
= 0,377) (eletrdnico); o nimero de &tomos aceptores de ligacdo de hidrogénio (|r| = 0,3)
(constitucional/intrinseco) e o indice de Platt (|r| = 0,32) (topolégico).

O fato de os descritores apresentarem, em geral, baixa correlacdo com a variavel
latente indicaria que, talvez, outro tipo de funcdo, sem ser a linear, ajustaria mais
apropriadamente a relagdo do conjunto de propriedades calculadas com a atividade
bioldgica. Vale ressaltar que a anélise exploratdria realizada considera somente a fungéo
linear para a modelagem dos dados (programa Pirouette), o que pode ser apontado como
uma limitagdo do método. No entanto, sabe-se que modelos mais simples e lineares sdo
mais facilmente interpretados tanto no aspecto quimico como bioldgico.

Kiralki e Ferreira (2010) determinaram um critério de avaliacdo para a qualidade
dos descritores em analises de relacbes entre estrutura quimica e atividade bioldgica
(REA). Propriedades moleculares que apresentam valor de coeficiente de correlagédo de
Pearson |r| > 0,3 podem ser consideradas como variaveis independentes estatisticamente
significantes. Considerando-se as limitagdes do conjunto de dados estudado, o descritor
com maior correlacdo apresentou valor maximo de |r] = 0,377, um corte foi aplicado,
eliminando-se os descritores que apresentaram valores de correlacdo menores que 0,25,
mesmo com dispersdo considerada apropriada.

O segundo filtro de selecdo de varidveis consistiu da observacdo visual da
distribuicdo de cada descritor em relacédo a variavel dependente, por meio da visualizacdo
dos graficos de dispersdo descritor versus AB. Descritores que apresentaram pouca
dispersdo (variabilidade) dos dados foram eliminados, jA& que ndo sdo capazes de
distinguir adequadamente o conjunto de compostos, mesmo que apresentem alto
coeficiente de correlacdo. A Figura 43 demonstra o exemplo de diferentes perfis de
distribuicéo e descritores bem e mal correlacionados com a variavel dependente, AB.

Os dados obtidos foram também comparados com os resultados descritos por
Palace-Berl (2018), do mesmo grupo de pesquisa, com 0 objetivo de checar quais
descritores se apresentaram como significantes para a atividade bioldgica e quais foram
as diferencas apresentadas entre o conjunto de compostos 5-nito-2-furfulidénicos para as
atividades anti-Trypanosoma cruzi e anti-Leishmania. Para as atividades anti-T. cruzi
(conjunto T), as propriedades moleculares (descritores) que apresentaram maior
correlagdo com a atividade biologica foram aquelas de carater hidrofobico, ClogD10 (|r|
= 0,76), ClogD7 (Jr] = 0,7) e ClogP (Jr| = 0,7); de natureza estereoquimica, ASAH (Jr| =
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0,71) e vdWR (Jr] = 0,63) e de carater topologico, o indice de Platt (|r| = 0,62) e Randic
(Jr] = 0,62).
Figura 43. Gréficos de dispersdo dos descritores moleculares: aceptor count (a),

momento dipolo total (b), carbo ring count (c) e CHELPG O3 (d) versus
atividade bioldgica anti-Leishmania contra a forma promastigota de L. (L.)
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(a) Numero de aceitadores de ligacdo hidrogénio: descritor com correlagdo alta e distribuicdo pobre.
(b) Momento de dipolo total: descritor com alta correlacdo e com boa distribuicao/dispersdo. (c)
NUmero de carbonos em anel: descritor com baixa correlagdo e distribui¢do pobre. (d) Cargas
parciais de potencial eletrostatico: descritor com boa distribuigdo, apesar da baixa correlacéo.
Valores de coeficiente de correlagéo de Pearson (|r|).

Os dados obtidos foram também comparados com os resultados descritos por
Palace-Berl (2018), do mesmo grupo de pesquisa, com 0 objetivo de checar quais
descritores se apresentaram como significantes para a atividade bioldgica e quais foram
as diferencas apresentadas entre o conjunto de compostos 5-nito-2-furfulidénicos para as
atividades anti-Trypanosoma cruzi e anti-Leishmania. Para as atividades anti-T. cruzi
(conjunto T), as propriedades moleculares (descritores) que apresentaram maior
correlacdo com a atividade bioldgica foram aquelas de carater hidrofébico, ClogD10 (|r|
= 0,76), ClogD7 (|r| = 0,7) e ClogP (Jr] = 0,7); de natureza estereoquimica, ASAH (|r| =
0,71) e vdWR (Jr] = 0,63) e de carater topoldgico, o indice de Platt (|r| = 0,62) e Randic
(Jr| = 0,62).

Os descritores significantes para o conjunto T sdo em geral relacionados ao

volume e a hidrofobicidade dos compostos e apresentam tendéncia linear em relacéo a
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atividade biologica. Compostos com substituintes bifenil (35) e os 4-benzeno substituidos
de maior lipofilicidade (40, 39 e 37) se mostraram como 0S mais ativos.
Comparativamente, apesar de apresentar notavelmente menor correlagdo com a atividade
biolégica anti-Leishmania, o conjunto L demonstrou que, como ja mencionado, 0sS
descritores eletronicos (momento dipolo total) e estereoquimicos (PSA) foram os mais
significantes para a atividade bioldgica. Adicionalmente, semelhante ao conjunto T, 0s
descritores relacionados & conectividade dos compostos como as propriedades
topoldgicas (indice de Platt, Hyper Wiener e fsp3) também se mostraram como
significativos para a atividade biologica (Figura 44).

Os valores absolutos dos coeficientes de correlacdo de Pearson, bem como os
respectivos graficos de dispersdo estdo disponiveis no material anexo (ANEXO 11 —
Valores absolutos de coeficiente de correlacdo de Pearson para o conjunto T e L, e
ANEXO 10 - Gréaficos de dispersdo dos descritores moleculares calculados versus

atividade bioldgica - pICsy).

Figura 44. Correlacdo dos descritores calculados em relacéo a atividade biol6gica
anti-T. cruzi (a) (PALACE-BERL et al., 2018) e anti-Leishmania (b).
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Linha preta pontilhada indica variaveis independentes que apresentaram valor maior que o cut-off de 0,3
(preta) e 0,25 (cinza) (KIRALJ; FERREIRA, 2010).

As caracteristicas relacionadas ao carater hidrofobico para o conjunto L néo
demonstram o mesmo nivel de correlagdo com a atividade biologica, mas refletiram sua

importancia quando se observa o efeito bioldgico estudado. Os compostos que se
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apresentaram como de maior atividade foram os 4-benzenos substituidos, 40 [-CsH4-4-
OC7Has], 39 [-CeHa-4-C7H1s], 29 [CeHs-4-OC3Hy7], 28 [CeHas-4-tert-CaHo] e 27 [CeH4-4-
CsHg]. Consequentemente, os modelos gerados com a analise exploratéria de dados,
como ndo consideram a variavel dependente (AB) na modelagem dos dados, ndo devem
apresentar o mesmo perfil de discriminacdo/separacdo dos dados, mas provavelmente as
propriedades relevantes a resposta bioldgica (AB) devem, em geral, ser as mesmas, salvo
as diferencas inerentes a especificidade de cada parasita.

O conjunto L mostrou como diferenca significante, os efeitos das caracteristicas
eletronicas para a atividade bioldgica contra Leishmania. O momento dipolo é decorrente
da separacédo de cargas, em ligacOes i0Gnicas ou covalentes, proveniente de diferenca de
eletronegatividade entre os atomos de uma molécula (CLAYDEN; NICK; STUART,
2012). Diferencas significantes no valor do momento de dipolo podem provocar a
polarizacdo da molécula, de modo a gerar potencial suficiente para formacéo de ligacGes
e influenciar a eficacia do efeito biologico estudado. Mansour e colaboradores (2014)
demonstraram os efeitos bactericidas da nifuroxazida complexada com paléadio, platina e
ruténio e realizaram estudos quanticos e eletroquimicos buscando compreender como as
estruturas eletrdonicas dos complexos se relacionavam a atividade bioldgica. Foi
observado que, para os complexos estudados, as propriedades eletrénicas de momento de
dipolo e energia de LUMO foram mais significantes para a atividade bioldgica
(MANSOUR, 2014).

Para os compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos foi observado que os valores do
momento dipolar elétrico no eixo z foram mais baixos em relacdo aos outros eixos,
indicando que as principais cargas negativas e positivas estdo na orientacdo X-Y.
Barrientos-Salcedo e colaboradores (2018) realizaram estudos computacionais com
farmacos derivados de 5-nitrofuranos (nifurtimox, nitrofurantoina, nifuratel, nifuradeno,
furadroxil, nifurfolina, furazolidona e nifurtoinol) e perceberam o mesmo padréo de
distribuicdo do momento dipolo em todos as moléculas, sugerindo que o efeito indutivo
causado pela influéncia dos grupos retiradores de elétrons do grupamento nitro é mais
forte que os demais grupos substituintes presentes nas moléculas investigadas. A
competicdo entre 0 grupamento nitro e os substituintes resultaram em rigidez e
planaridade dos arcaboucos quimicos (BARRIENTOS-SALCEDO; ESPINOZA;
SORIANO-CORREA, 2018).



154

2. Anélise exploratdria de dados

Ap0s a etapa de aplicagdo dos filtros para a sele¢do de variaveis, a tabela final foi
utilizada como entrada para a realizacdo das metodologias de analise exploratéria de
dados (PCA e HCA). A matriz final foi composta por trinta e nove linhas e vinte e trés
colunas. Os métodos de reconhecimento de padrfes séo indicados, por exemplo, para
extrair informagfes relevantes, relacionadas as caracteristicas quimicas (estrutura
quimica/propriedades moleculares), como a identificacdo dos parametros e propriedades
moleculares que influenciam a resposta bioldgica, O pre-processamento de dados
utilizado foi o autoescalamento, devido as diferencas em ordem de magnitude das
propriedades calculadas. As andlises de PCA e HCA foram realizadas utilizando o
programa Pirouette 3.11 (Pirouette 3.11, Infometrix Inc, 1990-2003, Woodinville).

Método ndo supervisionado de analise de componentes principais, PCA, busca
reduzir a dimensionalidade dos dados, sem que as relacGes entre as amostras sejam
perdidas, além de salientar a discriminacdo de informa¢des importantes em relacdo ao
conjunto de dados. A projecao dos dados originais ocorre em um espaco de dimensdo
menor, de forma ortogonal, gerando um novo conjunto de variaveis, as componentes
principais (PC) (JOLLIFFE; CADIMA, 2016). Complementarmente, a analise de
agrupamentos por métodos hierarquicos (HCA) busca reconhecer padrfes por meio do
agrupamento por similaridade e dissimilaridade das amostras, de forma que, dentro dos
grupamentos, as amostras sejam ao maximo semelhantes e entre 0s grupos sejam ao
maximo heterogéneas (FERNANDES et al., 2015).

De acordo com o0 modelo final de PCA, as duas primeiras componentes principais,
ou fatores, descrevem 82 % dos dados da variancia total dos dados originais, com 71%
em PC1 e 11% em PC2 (Figura 45(a), grafico de selecdo de fatores ou PCs ou variaveis
latentes). Os descritores (propriedades moleculares) que mais influenciaram a separacao
dos compostos em PC1 e PC2 estdo dispostos na tabela de pesos (loadings) - Tabela 21.
Os valores absolutos de pesos em PC1 variaram de 0,25 a 0,29. Os descritores com
maiores valores, em mddulo, foram as propriedades topoldgicas (Platt, Randic, Hyper
Wiener e fsp3), de equilibrio hidréfilo-lipéfilo (ClogD2, ClogD7 e ClogD10), estéricas
(ASAH, PSA e avdW) e constitucionais, ou intrinsecas (n° de atomos, n° de ligacgdes e n°
de atomos em cadeia). Em PC2, os descritores eletronicos gap e CHELPGC11
apresentaram os maiores valores absolutos de peso 0,69 e 0,63, respectivamente, e foram

0s que apresentaram maior influéncia na separagdo dos compostos.
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Tabela 21. Tabela de pesos (loadings) da analise de PC. Em destaque, descritores com
altos valores de peso nas duas primeiras componentes principais, PC1 e PC2.

Descritores PC1 PC2
Platt 0,292 0,062
Randic 0,292 0,062
Hyper Wiener 0,295 0,077
Fsp3 0,294 0,078

N° ligacéo -0,211 0,025
Chain atom n° -0,291 -0,007
ASAH -0,275 0,149
PSA 0,249 -0,103
avdw 0,257 -0,185
Atom n° 0,284 0,118
logD2 -0,296 -0,057
logD7 0,252 -0,087
logD10 0,285 -0,055
Gap -0,049 0,695

CHELPG_C11 0,089 0,634
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Figura 45. Resultados da PCA [(a) Gréfico de selecdo de fatores ou PCs e (b) Gréfico de escores para os fatores 1 e 2] e dendrograma de

amostras (n = 39) do método HCA.
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Compostos foram agrupados em dois grupos: A (IS: 41%), compostos mais volumosos e hidrofébicos e B (IS: 53%), compostos menos volumosos com substituintes
heterociclicos, alifaticos.
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O grafico de escores (Figura 45b) revela que as duas primeiras PCs dividem as
amostras em dois grupos principais, apresentados como A e B. Complementarmente, o0s
resultados de HCA (Figura 45c) também dividem o conjunto de compostos em dois
grupos. Compostos que apresentaram maior atividade em relacdo a forma promastigota
do parasita foram agrupados no grupo A (compostos 40, 39, 28, 27 e 29). Devido as
limitacdes do meétodo, a discriminacdo dos conjuntos de compostos em grupos mais
distintamente separados nao foi obtida, porém se mostrou como suficiente para
interpretacdo das propriedades estruturais que influeciam a atividade anti-Leishmania dos
compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos.

Em relacdo ao dendrogram resultante da analise de HCA (Figura 45c), os
resultados complementares reforcam o critério de separagdo 0s compostos, em que, para
0 grupo A (indice de similaridade de 41%), estdo agrupados os analogos 4-benzeno
substituidos que apresentam substituintes volumosos. Os compostos de maior atividade
(40 e 39) foram agrupados no subgrupo A’ com 79,2% de similaridade. Foram agrupados
no cluster B (indice de similaridade de 53%) os compostos que apresentaram substituintes
4-benzeno substituidos de menor carater hidrofébico, inclusive os analogos de menor
atividade: 13, 17, 21 e 25, além dos derivados heterociclicos, alquil e cicloalquila. Mais
especificamente, no subgrupo B’ (68% de similaridade), os compostos alquil (1, 2, 4) e
heterociclicos (5 e 9) foram agrupados. Os compostos 20 [CsH17] e 26 [2-naftaleno] foram
posicionados no cluster A, provavelmente devido ao volume e a hidrofobicidade dos
grupamentos octano e naftaleno, respectivamente.

O diagndstico de outliers considera um intervalo de 95% de confianca, ajustado
internamente no programa Pirouette 3.11. Para serem considerados como potenciais
amostras atipicas, 0s compostos devem cair além da intersec¢do das duas linhas limitrofes
do gréfico. O grafico de residuos das amostras versus distancia de Mahalanobis mostra
que a maioria dos compostos permaneceram dentro das linhas limitrofes e, portanto, as
variaveis/propriedades moleculares calculadas foram suficientes para descrever o
conjunto de dados investigado.

Apesar de 0os compostos 34 [-CeHs-4-OCsHg] € 9 [2-tiofeno] estarem fora das
linhas limitrofes, eles ndo ultrapassaram a intersecgdo dos duas linhas e, portanto,
somente com a andlise exploratoria, ndo se teria consisténcia para afirmar que estes
compostos poderiam ser classificados como amostras atipicas (Figura 46). Os dois

compostos estdo no gradiente de atividade moderada.
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Figura 46. Grafico da distancia de Mahalanobis versus residuos das amostras.
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Linhas limitrofes (vermelho) representam o limite de confianga de 95 %
(Pirouette 3.11, Infometrix, Lt (2003)).

A anélise exploratéria de dados foi capaz e identificar a importancia das
caracteristicas ligadas ao potencial hidrofébico dos compostos e os resultados foram
semelhantes aos estudos realizados em trabalhos prévios do grupo para 0s compostos 5-
nitro-2-furfurilidénicos. Os descritores que se mostraram como mais importantes no
processo de separacao em relacdo a atividade bioldgica anti-T. cruzi foram relacionados
a caracteristicas topologicas, hidrofébicas (ClogP), estéricas (refratividade molar),
constitucionais (n. &tomos e massa molar) e eletrénico (CHELPG do carbono 5 do anel
furano).

Os descritores com maiores valores de peso fora as propriedades eletrdnicas gap e
CHELGPC11. O descritor gap corresponde a diferenca de energia entre os orbitais de
energia HOMO e LUMO (em kcal/mol) e designa o quanto os grupos funcionais de uma
molécula sdo reativos, isto &, indica a capacidade de participar de reacdes de transferéncia
de carga (grupos aceitadores ou doadores de elétrons). A carga de potencial eletrostatico
(CHELPG) destacada pelo modelo de PCA corresponde a do carbono 5 do anel furano,
regido em que 0 grupo nitro esta conectada.

Os mapas de potencial eletrostatico (MPE) dos compostos 4-benzeno substituidos
que apresentaram atividade alta (40), baixa (25) e moderada (nifuroxazida) foram gerados
com o auxilio do programa GaussView 4.1. As respectivas propriedades eletrénicas, gap
e CHELPGC11, que foram denotadas como significantes pela PCA, e 0 momento dipolo
total para cada molécula estfo destacados na Figura 47 (A). E possivel observar que, para
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0 composto de maior atividade (40), o substituinte 4-heptoxi garante a molécula menor
gap.

Tal fendmeno acontece com o aumento do tamanho dos substituintes de cadeia
longa ligados ao arcabouc¢o quimico, em geral ocorre um aumento da energia de HOMO
e diminuicdo da energia de LUMO, resultando em consequente diminui¢do do valor de
gap. Essa tendéncia indica que os substituintes de cadeia longa dificultam os elétrons em
HOMO de se distribuirem por toda molécula, mas, por outro lado, tornam mais facil para
eles se excitarem para o nivel LUMO de energia. O mesmo comportamento foi observado
por Huang e colaboradores (2017), ao estudar a influéncia das energias HOMO/LUMO e
gap em sistemas de moléculas que apresentam repeticdo de sistemas conjugados
(mondmeros, dimeros etc,) em sua estrutura, a partir de estudos utilizando calculos de
teoria funcional de densidade (DFT — Density functional theory) (HUANG et al., 2017).

Menor energia em gap resulta em consequente maior reatividade, além de maior
momento dipolar, portanto a estrutura se encontra mais polarizada e passivel de formar
ligaches. Tais caracteristicas se correlacionam com as propriedades de pré-farmacos
dessa classe de compostos, pois é necessario que eles sejam metabolizados por proteinas
e que os metabdlitos gerados proporcionem o efeito biolégico esperado (HALL; BOT;
WILKINSON, 2011; SERAFIM; PERNICHELLE; FERREIRA, 2017). Para tal, é
importante que os derivados nitrofurano estejam propensos a reagdes dentro do
organismo do parasita.

A interpretacdo dos MPE é realizada por meio de esquema de cores, em que 0S
limites do gradiente de cores sdo representados pelas cores vermelho (regides de alta
distribuicdo de densidade eletrénica; mais negativas) e azul (regides de distribuigéo
eletrbnica mais baixa; mais positivas), determinadas pelo programa GausView 4.1
(DENNINGTON; KEITH; MILLAM, 2007). Observa-se, nos mapas gerados, que a
regido de maior densidade eletrénica (vermelha) esta concentrada na por¢do 5-
nitrofurano, proxima ao grupo nitro, e na ligagdo N-acilhidrazona, proximo ao carbono
carbonilico, das moléculas dos compostos estudados.

Para o composto 40 e nifuroxazida, essa regido apresenta coloracdo mais intensa e
isso indica que a densidade eletrénica é maior em comparagdo ao composto de menor
atividade (25). Considerando-se as cargas CHELPG referentes ao carbono 2
(CHELPGCS) e carbono 5 (CHELPGC11) do anel furano, é possivel observar que o
composto 40 apresenta valores mais positivos de energia para o carbono 2 (0,372) e

menos positivos para o carbono 5 (0,067), em comparacdo com a nifuroxazida (CHELPG
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carbono 2: 0,348/ carbono 5: 0,082) e composto 25 (CHELPG carbono 2: 0,261/ carbono
5:0,076).

As propriedades moleculares estabelecidas como importantes pelo modelo de PCA,
além dos indices conectivos de topologia (Platt, Randic, H, Wiener), foram as de natureza
estérica/geomeétrica (area de superficie polar — PSA e superficie acessivel ao solvente de
todos os atomos hidrofébicos - ASAH) e de equilibrio hidrofilo-lipofilo (ClogP e
ClogD2). O coeficiente de particdo aparente em faixa de pH &cida apresentou
significancia no peso da PC1 e, apesar de ndo estar incluido nos parametros dos ensaios
bioldgicos realizados contra formas promastigotas, pode indicar a importancia do carater
lipofilico das moléculas na faixa de pH correspondente ao ambiente acido dos vacutolos
digestivos dos macrofagos em que o parasita reside quando presente no ser humano.

As propriedades lipofilicas sdo amplamente utilizadas em estudos de SAR, ja que
estdo relacionadas a capacidade dos compostos de se difundir através de barreiras
bioldgicas, como membranas plasmaticas, barreiras hematoencefalica, entre outras, para
alcancar o alvo biologico, estabelecer a interagdo em nivel molecular e, assim, promover
o efeito desejado (PATRICK, 2013). A acdo anti-T. cruzi dos compostos 5-nitrofuranos
vém sendo associada aos descritores hidrofobicos em estudos prévios (ISHII et al., 2011,
JORGE et al., 2012; PALACE-BERL et al., 2018).

A superficie de acessibilidade ao solvente foi calculada com o programa ViewerLite
5.0, utilizando raio de 1,4 A de uma molécula de 4gua como sonda (Figura 47 B). O
composto 40, assim como 0s outros compostos de alta atividade, apresenta maiores
valores dos descritores de ASAH e ClogP do que os demais compostos, o que corrobora
com a tendéncia das propriedades ligadas ao volume e a hidrofobicidade dos compostos
serem significantes para a atividade bioldgica, ndo sé anti-T. cruzi, mas também anti-

Leishmania.
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Figura 47. Mapas de superficie de potencial eletrostatico (A) e superficie acessivel ao
solvente (B) dos compostos 40, 25 e nifuroxazida.
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Os compostos estdo representados na forma de bastéo e coloragdo correspondente a &tomos
de carbono em cinza, oxigénio em vermelho, hidrogénio em branco e nitrogénio em azul.
(A) Momento dipolar total (UT), gap, carga de potencial eletrostatico (ESP) CHELPG do
carbono 5 do anel furano, assim como as superficies do mapa de potencial eletrostatico
geradas foram calculados a partir de calculos DFT B3LYP/3611G ++ (d, p) no GAUSSIAN
03W. A isosuperficie de densidade eletronica foi determinada para 0,0004 a.u. Diferentes
valores de distribuicdo de densidade eletronica estdo representados por cores diferentes:
vermelho representa regifes mais eletronegativas do potencial eletrostatico, azul representa
regides positivas e verde representa regides de potencial eletrostatico préximo ao zero (ou
nulos). Potencial eletrostatico aumenta na seguinte ordem
vermelho>laranja>amarelo>verde>azul. (B) A superficie acessivel ao solvente (ASA) foi
visualizada com o programa ViewerLite 5.0 (raio de 1,4 A, agua).
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5.11.3 Activity Cliff

Para as andlises das redes de Activity Cliff (AC), foram considerados os compostos
5-nitro-2-furfurilidenicos com atividade anti-Leishmania contra a formas promastigotas
de L. (L.) infantum. O indice SALI ( structure activity landscape), utilizado para construir
a rede de activity cliffs, foi calculado utilizando o coeficiente de similaridade de Tanimoto
(BAJUSZ; RACZ; HEBERGER, 2015), para cada par de moléculas do conjunto de
dados. O coeficiente de Tanimoto foi calculado de modo que nédo houvesse repeticéo entre
os pares de moléculas com auxilio de um shell script (ANEXO 12 — Script utilizado para
calculo do coeficiente de Tanimoto). Os valores de SALI para cada par de compostos
foram obtidos através da Equacao 11 (vide topico 4.10.4 “Identificacdo dos activity cliffs
dos compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos com atividade contraa L. (L.) infantum”).

Inicialmente, um mapa de similaridade estrutura-atividade (SAS - structure-
activity similarity maps) foi construido, a fim de permitir a rapida visualizacdo gréfica da
integracdo da representacdo das relagfes de similaridade estrutural com a poténcia
bioldgica do conjunto de compostos. O mapa baseia-se na comparacgdo, em pares, de todas
as moléculas do conjunto de dados, plotando os valores da diferenca das poténcias
bioldgicas de cada par de moléculas versus os respectivos valores de similaridades de
Tanimoto.

Os valores correspondentes a diferenca das poténcias bioldgicas (AplCso) foram

calculadas como a diferenca absoluta entre os valores de atividade bioldgica entre cada

par de compostos analisados pela seguinte equagéo: |ApIC50i j| :pICSOi- pIC.,, em que

50

pIC50i e PICsoj sdo os valores de atividade biolégica em poténcia de log (-loglCso)

correspondente as i-ésimas e j-ésimas moléculas (i>j) do conjunto de compostos.

A Figura 48 ilustra 0 mapa SAS gerado para o conjunto de 39 compostos 5-nitro-
2-furfurilidénicos com atividade contra L. (L.) infantum, em que os valores de
similaridade de Tanimoto e diferenca da atividade bioldgica estdo representadas nos eixos
X ey, respectivamente. Cada ponto demonstrado no grafico representa um par de
moléculas, totalizando 741 pares analisados. Adicionalmente, foram considerados como
mais relevantes para a analise de SAR os compostos que demonstraram perfil de atividade
biologica alta em relagéo a atividade anti-Leishmania contra as formas promastigotas da
L. (L.) infantum. Dessa forma, foram considerados os pares que incluem os compostos
que apresentaram valores de pICso entre 6,70 e 6,22, isto €, os compostos 40 [-CeHas-4-
OC7His]) (ICs0: 0,240,019 uM / pICso: 6,69), 39 [-CsHa-4-C7His5] (1Cs0: 0,35 £ 0,008 uM/
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pICso: 6,45), 28 (ICs0: 0,35 + 0,04 uM/ pICso: 6,42) e 27 [CeHa-4-CsHo] (I1Cs0: 0,38 +
0,012 uM/ pICso: 6,42).

Para a interpretacdo do mapa SAS, foram delimitados limites (thresholds) ao
longo dos eixos x e y. Dessa forma, o limite no eixo x foi definido a partir da media dos
valores de similaridade do conjunto de dados e para o eixo y um limite de diferenca de
poténcia de uma unidade de log foi escolhida (GONZALEZ-MEDINA; MENDEZ-
LUCIO; MEDINA-FRANCO, 2017; MEDINA-FRANCO et al., 2009; PEREZ-
VILLANUEVA et al., 2015).

Figura 48. Mapa de similaridade estrutura-atividade do conjunto de compostos ativos
contra a forma promastigota de L. (L.) infantum.
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Cada ponto correponde a analise de um par do total de moléculas analisadas, totalizando 741
pares. Os pontos em verde correspondem aos pares com compostos de alta atividade bioldgica (141
pontos). Em destaque (preto), os pares de compostos NF-40; NF-4 e NF-30. As estruturas quimicas,
valores de atividade bioldgicas (pICso) e similaridade de Tanimoto estdo mostrados.
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A figura 48 demonstra, ainda, trés pares de compostos selecionados de cada regido
de interesse do mapa SAS, a fim da realizagdo de uma interpretacdo qualitativa do mapa.
Aregido Il se apresenta como de menor interessante para explorar o SAR de um conjunto
de dados porque os pares encontrados nessa area correspondem a moléculas com grande
diferenca estrutural e alta diferenca de atividade, e por isso nao foi explorada (MEDINA-
FRANCO, 2012; PEREZ-VILLANUEVA et al., 2015).

Para as demais regides de interesse, foram selecionados pares de moléculas a fim
de visualizar os fendmenos descritos pelo mapa SAS. Inicialmente, deve-se notar que
para 0 conjunto de compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos estudados, as diferencas
estruturais sdo observadas somente relacionadas aos diferentes substituintes. Dessa
forma, pode-se observar, por exemplo, a presenca de AC nos pares encontrados na regido
I11, como o par formado pela pela nifuroxazida [-CeHs-4-OH]) (pICso: 5,22) e composto
40 [-CeHa-4-OC7H1s]) (pICso: 6,69), que demonstram alta diferenca de atividade
bioldgica e grande similaridade estrutural. O par compoto pela NF e composto 30 [-CsHa-
3,4-OH]) (pICso: 5,45) € encontrado na regido Il, em que as moléculas sdo similares e
apresentam pequena diferenca de valores de poténcia bioldgica. E por fim, o par NF e
composto 4 [-OC2Hs]) (pICso: 5,93), encontrado na regido | em que moléculas com baixa
similaridade apresentam pequena diferenca na atividade bioldgica (scaffold/ R hopping).

Além disso, os AC’s mais relevantes dentro do conjunto de compostos estudados
foram também analisados. Para tal, o conjunto de compostos e 0s respectivos indices
SALI foram representados em forma de graficos de similaridade em rede (network
similarity graph) (WAWER et al., 2008), a partir do algoritmo de agrupamento linear
Force Atlas 2 (JACOMY et al., 2014) embutido no programa Gephi (BASTIAN;
HEYMANN; JACOMY, 2009). O programa utiliza as informagdes calculadas e as traduz
em informac&o grafica. O gréfico resultante estd representado de forma que cada “no”
corresponde a uma molécula e cada aresta corresponde a relacédo de similaridade (SALI)
entre as moléculas.

A partir da similaridade 2D, foram identificados dois grupos de activity cliff dentro
do conjunto de compostos, demonstrados na Figura 49. Os grupos encontrados foram o
cliff 1, formado pelos compostos 17, 18 e 13 e o cliff 2, formado pelos compostos 40, 34
e 39. Os cliffs foram identificados a partir de um corte aplicado aos pesos das arestas
(“Edge Weight Filters ) em relagdo ao valor maximo, de modo a auxiliar a visualizagéo
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dos AC mais significantes (30% e 50%). As moléculas representadas em preto
representam maior valor de pICso e as em vermelho, menor atividade.

Os AC permitem a observacdo de modificagfes estruturais presentes nas
moléculas que resultaram em grande diferenca no efeito biologico, auxiliando, também,
a interpretacao geral das relacGes estrutura-atividade (SAR), a partir da observacao dos
pares de compostos que foram relacionados entre si com base na similaridade. Os
compostos 4-benzeno substituidos, 28 (tert-butil) de alta atividade bioldgica e compostos
13 [CeH4-4-CH3 e 17 [CeH4-4-C2Hs] de baixa atividade, formaram o cliff 1. E possivel
constatar que o substituinte alifatico de cadeia aberta, a partir de 4 carbonos, contribui
significantemente para a atividade bioldgica. O cliff 2 mostrou a influéncia dos
substituintes oxi a cadeia alifatica, em que o grupamento heptoxi (40) e propoxi (29)

conferem aumento na atividade, ao contrario do grupo butoxi.

Figura 49. Grupos dos principais activity cliffs formados a partir da similaridade
2D para o conjunto de compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos.
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Cada no corresponde a uma molécula e cada aresta a um AC. As moléculas mais ativas
estdo em preto, enquanto as menos ativas estdo em vermelho.

Os compostos 28 [CeHs-4-tert-CsHo] e 27 [CsH4-4-CsHo] apresentam alto grau de
similaridade (0,9) por serem isOmeros constitucionais, com alteragdo de cadeia, e
exibirem valores de atividade bioldgica aproximados, plCso = 6,42 e 6,45,
respectivamente. De acordo com o coeficiente de Tanimoto, 0s compostos que
apresentaram similaridade maxima entre si, isto €, todas as subestruturas de um composto

estavam presentes em outro composto relacionado, foram entre os pares 4 [OC2Hs] /20
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[CeH17]; 17 [CeH4-4-C2Hs] /21 [CeHa-4-CsHy]; 17[CeHas-4-CoHs)/ 28 [CeHa-4-tert-C4Ho]
e 21[CeHs-4-C3H7] /28 [CsH4-4-tert-CaHo].

Outros AC menos significantes também podem ser observados entre 0s compostos
4 [C2Hs] e 7 [O-tert-CsHo], em que ambos apresentaram atividade moderada e possuem
substituinte alquila. O composto 4 (pICso = 5,93) apresentou potencial inibitdrio superior
ao composto 7 (pICso = 2,73), inferindo-se que, para a estrutura protétipo, substituintes
pouco volumosos em cadeia ndo ramifica sdo mais favoraveis para atividade bioldgica.
Apesar de ndo apresentar AC, o0 mesmo fendbmeno é observado para o0 composto 2 [-
CH2CN] (pICso = 6,09), em que o substituinte ciano favorece o efeito bioldgico estudado.

Para o conjunto de compostos que formam a quimioteca de derivados
5-nitro-2-furfurilidénicos estudados pelo grupo, os estudos de relagdes estrutura-
atividade se basearam em métodos que estudam funcGes lineares (ISHII et al., 2011;
MASUNARI et al., 2009; PALACE-BERL et al., 2018; TAVARES; DO AMARAL,
2004). Para a atividade bioldgica dos compostos estudados contra formas promastigotas
de L. (L.) infantum, os resultados sugerem que outros tipos de funcéo, ou o calculo de
descritores ndo explorados, ou ainda outras abordagens, poderiam relacionar de forma
mais abrangente os arcaboucos quimicos com a atividade bioldgica. O mesmo
comportamento foi encontrado por Rando e colaboradores (2010), ao realizar estudos de
andalise exploratoria de dados em conjunto de derivados 5-nitrofuranicos e 5-
nitrotiofénicos contra as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) donovani
(RANDO et al., 2010).

A existéncia de AC ajudaram a concentrar os esforgos de otimizacdo quimica em
regides nas moléculas que sdo cruciais para a atividade bioldgica e identificar os SAR
dominantes, além de auxiliar na calibracdo de métodos ndo lineares aplicados a previsdo
de bioatividade (BAJORATH, 2017).
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6 CONCLUSOES E PERPECTIVAS

A quimioteca de derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos foi avaliada quanto a sua
capacidade de inibir o crescimento dos parasitas Kinetoplastideos. Consagrando o
arcabouco quimico da nifuroxazida, o grupamento 5-nitro-2-furfurlideninico, se mostrou
como estrutura de interesse para o desenvolvimento de potenciais candidatos a farmaco
com acdo antiparasitaria, com ampla agdo contra 0s principais parasitas
tripanossomatideos de interesse clinico para os seres humanos (T. cruzi, Leishmania spp.
e T. brucei). De fato, a quimioteca demonstrou ser eficaz contra as formas amastigotas e
promastigotas de L. (L.) infantum, L. (L.) major e das formas tripomastigotas de T. brucei.
Os compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos também demonstraram perfis de citotoxicidade
adequados em relacdo as células de macrofagos THP-1 diferenciados, reforcando o seu
potencial como promissores candidatos a farmacos com acdo antiparasitaria.

Vale ressaltar que o composto 40 (4-heptoxi-N’-((5nitrofuran-2-il) metileno)
benzidrazida apresentou potencial inibitdrio altamente promissor em relagéo a todos os
parasitas testados, principalmente apresentando alto desempenho em relacdo as formas
amastigotas intracelulares dos parasitas, além de ndo apresentar citotoxicidade em relacdo
as células THP-1 nas condigdes dos ensiaos (CCso >100 pM), isto €, o composto
apresentou atividade com maior especificidade para os parasitas do que para 0sS
macrofagos.

Dessa forma, o derivado 5-nitro-2-furfurilidénico apresentou maior potencial
inibitdrio do que todos os farmacos de referéncia testados. Em relagdo a L. (L.) infantum,
foi mais ativo do que os farmacos miltefosina (ICso = 8,28 + 0,33 uM) e anfotericina B
(ICso = 0,02 £ 0,002 uM) contra a forma promastigota do parasita e demonstrou
capacidade de diminuicdo da carga parasitaria das formas intracelulares de maneira
similar a anfotericina B.

Apesar de os achados morfoldgicos obtidos pela microscopia eletrbnica de
transmisséo indicarem que, para as condi¢des de concentracdo e tempo de exposicdo do
composto 40, foram encontrados mais amastigotas intracelulares nas amostras celulares
tratadas com o composto do que com os farmacos de referécias, o quadro de alto estresse
oxidativo que as formas intracelulares do parasita apresentavam quando expostas ao
composto indicam o impacto da exposi¢do ao composto para a viabilidade do parasita.
Desse modo, como demonstrados pelos achados do MET, o composto induz efeito aos

parasitas de maneira menos tdxica as células.
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O potencial de inibicao das formas amastigotas intracelular do composto 40 e demais
compostos 5-nitro-2-furfurilidénicos é reforcado quando se observa os achados dos
ensaios de suscetibilidade contra as formas amastigotas de L. (L.) major capazes de
expressar luciferase. Todos os compostos testados: 2 (ICso = 2,05 £ 0,14uM), 8 (ICso =
0,32 £ 0,027 uM), 10, (ICs0 = 0,14 £ 0,009 uM), 15 (ICs0 = 0,59 £ 0,08 uM), 20 (ICs0 =
0,46 + 0,0029 uM), 28 (ICso = 0,45 + 0,02 uM), 33 (ICso = 0,84 + 0,05 puM), 34 (ICso =
1,84 + 0,09 uM) e 40 (ICso = 0,006 £ 0,0003 puM); apresentaram maior capacidade de
inibicdo da forma intracelular do parasita do que o farmaco de referéncia utilizado no
ensaio, o nifurtimox (ICso = 2,15 £+ 0,01 uM).

Trabalhos anteriores do grupo (PALACE-BERL et al., 2018) sugeriram que esses
compostos apresentavam atividade anti-T. cruzi, inclusive em cepas indicativas de
resisténcia ao benzonidazol. Uma vez que a literatura indica que a resisténcia aos
farmacos nitrofuranicos apresentados em algumas cepas T. cruzi estd associada a
inativacdo da enzima nitrorredutase, responsavel pela ativacdo de estruturas com
grupamento nitro presente no parasita, foi, entdo, levantada a hip6tese de investigacdo da
acao dessa enzima na ativacdo dos compostos nitrofuranicos estudados.

Quanto a investigacdo do envolvimento das enzimas nitrorredutases no metabolismo
dos derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos, os resultados angariados sugerem que a maioria
dos compsotos sdo metabolizados pela nitroredutase do tipo 1 em T. brucei. De maneira
similar a nifurtimox, benzonidazol e feznidazol, farmacos nitro derivados utilizados na
terapia contra doenca de Chagas e Tripanossomiase Humana Africana (PATTERSON;
FAIRLAMB, 2018; PATTERSON; WYLLIE, 2014). Isso sugere que o arcabouco
quimico 5-nitro-2-furfurlideno, nos parasitas tripanossomatideos, é capaz de ser
metabolizado por essa familia de enzimas.

Sabe-se que 0 mecanismo de acdo de um composto é dependende de sua estrutura,
dessa forma, a variedade estrutural da quimioteca de derivados 5-nitrofuranos relevou
diferentes respostas quanto a atividade da enzima nitrorredutase estudada. Esses achados
sugerem que, apesar de alguns compostos mostrarem alto potencial inibitério contra o
parasita, eles ndo sdo metabolizados pela NTR-1, o que explica, entdo, porque 0s
compostos apresentavam, no passado, acdo em cepas de T. cruzi resistentes ao
benzonidazol (PALACE-BERL et al., 2018).

Tais resultados sdo ainda promissores, uma vez que a inativacdo da NTR-1 foi
associada a um dos mecanismos de resisténcia dos parasitas tripanossomatideos ao atual

tratamento disponivel, porque indicam que os derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos podem
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ser estudados como candidatos a farmacos com acgéo antiparasitaria, mesmo em casos de
cepas resistentes.

Por exemplo, considerando-se cepas de T. brucei capazes de super expressar a
TbNTR-1 (TONTR(+)) em relacdo a sua expressdo normal (TONTR(-)), o nifurtimox,
sabidamente metabolizados pela enzima, apresentou diferenca de atividade até 6 vezes
maior em relacéo a cepa TONTR(+) [TONTR (+): ICs0=0,69 + 0,04 uM/ TONTR (-): 1Cso
= 3,04 + 0,06 uM], enquanto alguns compostos estudados apresentaram clara diferenca
de atividade bioldgica. Isso indica que as estruturas sdo metabolizadas pela enzima, como
0 composto 15 [TbNTR (+): ICs0=0,1 £ 0,005 pM/ TONTR (-): ICs0 = 4,95 + 0,49 pM],
mas outros compostos ndo demonstraram diferenca significativa entre os valores de
atividade bioldgica, como o composto 40 [TONTR (+): ICso= 0,046 + 0,001 uM/ TbNTR
(-): 1Cs50= 10,046 £ 0,001 uM] e 31 [TbNTR (+): ICso = 0,015 % 0,001 pM/ TbNTR (-):
ICso = 0,0146 + 0,009 puM]. Assim, pode-se inferir que, apesar de esses compostos
apresentarem alta atividade contra as formas tripomastigotas do T. brucei, a natureza
quimica dos substituintes 4-benzenos substituidos heptoxi e sulfamoil promovem a acéo
antiparasitaria por outros mecanismos de bioativacdo. De qualquer forma, a natureza de
pré-farmacos dos compostos estudados foi reforcada por esses ensaios preliminares de
investigacdo do mecanismo de acéo.

A fim de se identificar as propriedades moleculares que mais influenciaram a
atividade anti-Leishmania, foram realizados estudos de andlise exploratéria dos dados
que possibilitaram o reconhecimento de padrdes do conjunto de dados. Tal analise foi
capaz de, apesar das limitacBes do método, separar 0s compostos em subconjuntos, em
que foram considerados a natureza lipofilica e o volume dos substituintes quimicos,
reforcando achados anteriores de analise exploratoria de dados focados para a acdo
antiparasitaria desses compostos (PALACE-BERL et al., 2015, 2018), em que foram
identificadas como as propriedades mais relevantes para a acdo anti-Leishmania as
propriedades relacionadas com o equilibrio hidréfilo-lipofilo, como o coeficiente de
particdo ( log P) e os descritores topoldgicos e estereoquimicos/geometricos.

E de grande importancia que os derivados sejam considerados para estudos
subsequentes de investigacdo de mecanismo de agdo, como ensaios de ancoragem
(docking) virtual. Tais estudos podem ser realizados a fim de inferir como 0s compostos
nitrofuranicos interagem com o sitio ativo da enzima, além de observar as diferencgas entre

as enzimas NTR para T. cruzi, T. brucei e Leishmania. Ensaios in vitro com a enzima
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isolada de cada parasita também podem ser realizados, a fim de obter resultados
conclusivos se esses compostos se comportam como substrato dessas enzimas.

Ademais, ensaios pertinentes as proximas etapas do processo de descobrimento de
novos farmacos, como ensaios em modelos animais e estudos farmacocinéticos, sdo
importantes para avaliar se a estrutura quimica dos compostos que apresentam atividade
promissora nos ensaios in vitro preliminares se transfere para estudos in vivo. Para isso,
ensaios devem ser realizados no tocante a identificacdo da toxicidade dos compostos em
diferentes tecidos; avaliar a toxicidade aguda; determinar dose eficaz; avaliar o efeito
farmacologico dos compostos a nivel tdpico ou sistémico e avaliar a eficacia dos
compostos nas fases agudas e crbnicas da doenca. Além disso, a partir dos dados
angariados, pode ser realizada a proposicao de novas estruturas com perfil farmacolégico
e farmacocinético otimizado.

Todos os achados relacionados aos ensaios de atividade para todos os parasitas e
formas morfoldgicas estudadas contra os compostos 5-nitrofuranicos que apresentam

substituintes quimicos representativos estéo ilustrados na Tabela Final.
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Resumo dos resultados obtidos referente aos compostos 5-nitro-2-furfurilifdénicos selecionados contra cepas de Leishmania spp e T. brucei obtidos

neste trabalho.

L (L.) infantum L (L.) major T. brucei
H THP-1
0O o \N'Nm/izi 1Cs0 (LM) 1Cs0 (LM) 1Cs0 (LM)
0 N\ I o Promastigota Promastigota Amastigota TbNTR (-) TbNTR (+) CCso (M)
(média + dp) (média + dp) (média + dp) (médiatdp) (médiatdp) (média + dp)
H
5 éﬁ‘CEN 0,6 + 0,07 3,03+£0,05 2,05+0,14 0,45 + 0,02 0,15 + 0,004 > 100
8 %@ 4,56 £ 0,32 0,6 + 0,02 0,32 £ 0,027 1,36 + 0,03 0,16 + 0,012 33,26 +1,6
10 %_O 0,65 + 0,005 1,71 + 0,09 0,14 + 0,009 1,33 £ 0,027 0,10 = 0,005 > 100
é_g/\.".l 4,5+0,32 0,81+ 0,03 0,59 £ 0,08 4,95+ 0,49 0,1 + 0,005 61,68 £5,8
15 s-N
20 W 2,64+0,14 1,74 + 0,089 0,46 + 0,0029 2,18 + 15 0,53 £ 0,031 > 100
28 E—Q—Q 0,35+ 0,04 2,71+0,12 0,45 £ 0,02 0,3 = 0,006 0,04 + 0,005 8169+14
34 %@0/\/\ 3,6 £ 0,064 0,188 + 0,008 1,84 £ 0,09 0,16 + 0,004 0,01 £ 0,001 2955+ 25
%_@0/\/\/\/\ 0,2+0,019 0,087 £ 0,001 0,006 + 0,0003 0,015+0,01 0,0146 + 0,009 > 100

40
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ANEXO 1 — FAIXAS DE FUSAO EXPERIMENTAIS E DA LITERATURA DA
QUIMIOTECA DE COMPOSTOS 5-NITRO-2FURFURILIDENICOS

Faixa de fuséo (°C) Faixa de fuséo (°C)
Composto . Composto .
Exp Lit A(°C) Ex Lit! A(°C)
1 247-249  249-250 2 21 265-267  268-269 2
2 195-196  201-202 1 22 243-245  244-245 2
3 152-154  152-154 2 23 257-259  255-257 2
4 175-176  183-185 1 24* 235-236  228-230 2
5 250-251  249-250 1 25 226-228  225-227 2
6 200-201  206-207 1 26 248-250  249-250 2
7 179-180  177-178 1 27* 203-204  203-204 1
8 211-212  211-212 1 28* 296-297  304-305 1

thttps://www.reaxys.com; Palace-Berl, 2016. * Faixa de fusdo ap0s recristalizacao.
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Faixa de fuséo (°C)

Faixa de fuséo (°C)

Composto : Composto :
EXp Lit A(*C) Exp Lit A(°C)

9* 259-260  246-248 1 29* 206-207  204-205 1
10 202-203 202-203 1 30 204-206 206-207 1
11* 198-200 200-201 2 31 277-278 269-270 1
12 194-195 195-196 1 32 212-213 217-218 1
13 228-230 230-231 2 33 176-177 169-172 1
14* 282-283 280-282 1 34 203-204 204-205 1
15 247-248 245-248 1 35 236-238 239-240 2
16* 228-230 230-231 2 36 196-197 197-198 1
17* 246-247 249-250 1 37 201-202 198-199 1
18 243-244  246-247 1 38 200-201 200-201 1
19 225-226 228-229 1 39 177-178 178-179 1
20 143-144  140-141 1 40 173-174 172-173 1

thttps://www.reaxys.com; Palace-Berl, 2016. * Faixa de fusdo apds recristalizacao.
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ANEXO 2 - ESPECTROS DE RMN *H DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS DA

QUIMIOTECA DE COMPOSTOS 5-NITRO-2-FURFURILIDENICOS.
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RMN *H (DMSO-dg, 300 MHz) Sinais (ppm): amino (-NH): 12,14/12,062; grupo azo
(-C=N): 8,14/7,95; e sinais de presenca do furano (H3 = 7,25; H4 = 7,95) e H10: 4,2,
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Composto 19
RMN tH (DMSO-ds, 300 MHz) Sinais (ppm): amino (-NH): 12,27; grupo azo (-C=N):
8,40; e sinais de presenca do anel aromatico (H11/H15 =7,96; H12/H14 = 7,82), furano

(H3 =7,27; H4 = 7,82).

A\

12.271
0.000
-0.006

-

T
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
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Composto 24
RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) Sinais (ppm): amino (-NH): 12,09; grupo azo (-C=N):
8,40; e sinais de presenca do anel aromatico (H11/H15=7,91; H12/H14 = 7,07) ,furano
(H3 =7,79; H4 = 7,25) e etoxi ( H16: 4,13; H17: 1,36),
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8 15 14 17 20
5 O 10 13 /—é_
lq... 1 7 9 0
0-"N~8.0 N-Ng 18
5 3\D2_</ o112
3 4/ 6 H 10
7
Composto 34

Sinais (ppm): amino (-NH): 12,90; grupo azo (-C=N): 8,405; e sinais de presenca do
anel aromatico (H11/H15 = 7,92; H12/H14 = 7,052), furano (H3 =7,79; H4 =7,25) e

butoxi ( H17: 4,05; H18: 1,72-1,68; H19: 1,48; H20: 1,39),

Wy QW

12,060

2 1 oom

T TR

[ali]
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8 15 14 17 18

6 O 10 1318
17 19
N's o N-Ns
0O~ —INg
503‘/2/ b1 221 20
3 6
y H

Composto 35
RMN H (DMSO-de, 300 MHz) Sinais (ppm): amino (-NH): 12,27; grupo azo (-C=N):
8,44; e sinais de presenca do anel aromatico bifenil (H11/H15 = 8,04; H12/H14 =
7,817; H4, H14, H21: 7,85-7,75; H18,H19,H20:7,45-7,29 ) e furano (H3 =7,8; H4 =
8,01)

- [l = = o = STTOOd o = =T
o~ = T A o - T T oy = =

- L=l N R el TR ST NS
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Composto 37
RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) Sinais (ppm): amino (-NH):11,66/11,49; grupo azo (
ppm 8,18 e sinais de presenca do furano (H3 = 7,18; H4 = 7,76)

L f L
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P BO 15 14 17 20

coNeg | NN = e
3 5H

Composto 40
RMN *H (DMSO-dg, 300 MHz) Sinais (ppm): amino (-NH):12,149; grupo azo (-C=N):
ppm 8,41 e sinais de presenca do anel aromatico (H11/H15 = 7,85; H12/H14 = 7,26),
furano (H3 = 7,37; H4 = 7,79) e heptoxi (H17: 2,65; H18: 1,59; H19-H22: 1,28-1,25;
H23: 0,85)

12.14%9

d L U = =

- [ B o B — O
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ANEXO 3 - CURVA DE CALIBRACAO PARA CULTURAS DE
PROMASTIGOTAS DE L. (L.) INFANTUM

Valores de parasitas/mL e absorbancia em comprimento de onda ajustado para 590 nm
determinados por MTT utilizados para construgcdo da curva de calibragdo para L. (L.)
infantum.

Concentracao Absorbancia
parasitas/mL (*10°) (médiadp)
66 0,341 0,012
33 0,168 + 0,013
16,5 0,081 £ 0,015
8,25 0,048 £ 0,014
4,13 0,022 0,013
2,06 0,011 + 0,006
1,03 0,003 + 0,007
0,00 0,00 + 0,004

Dados apresentados em média e desvio-padrdo (dp) de ensaios realizados em triplicata.

Curva de calibracao para culturas de promastigotas de L. (L) infantum.

0.4 . . .
v =0,00515x - 5,836e005

R*=10.99%4

Absorbiancia
o
n

0 20 40 60 80
Parasitas/mL

Equacdo da curva e do coeficiente de determinacdo linear (R2), obtidos a partir de regressao linear da
absorbancia (A = 590 nm) versus nimeros de parasitas/mL. Intervalo de confianca de 95% (linhas
pontilhadas). P> 0,0001.
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ANEXO 4 — CURVAS DOSE-RESPOSTA CORRESPONDENTES A INIBICAO
DE CRESCIMENTO PARASITARIO PARA AS FORMAS PROMASTIGOTAS

DE L. (L.) INFANTUM.

Composto 1

Concentracd Concentracd % Inibigéo

0 0 Cresciment )

[uUM] Log uM 0 ] L]
(médiatSD) )

100 2 90+ 2,1 2"

50 1699 8309 s /

25 1,398 66415 ] /
12,5 1,097 6320,7 N
6,25 0,796 60£0,5 T T
3,12 0,495 5446 log

16 0,194 50+0,1

08 -0,107 280,2

0,4 -0,408 19+2,54 ICso= 1,6 + 0,008

0.2 -0,709 00,1 R2=

Composto 2
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ~rescimento _ .

HM] Log UM (médiaxSD)

100 2 77+1,66

50 1,699 77+1,25 :;

25 1,398 7140,3 % .

12,5 1,097 68+2,7

6,25 0,796 65+3,3 0

3,12 0,495 56+2,9 0 .

1,6 0,194 3820,1

038 -0,107 28+0,3

04 -0,408 720,1 ICso= 0,6 + 0,006

0,2 -0,709 0+0,1

R?=0,995
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Composto 3
Concentracdo Concentragdo % Inibicéo 1001
[uM] Log uM  Crescimento ’
(médiatsD) )
100 2 97+0,5 ‘g
50 1,699 97+1,1 £ %
25 1,398 97+0,3
125 1,007 90+1,1 *
6,25 0,796 8021,1 0 o i
3,12 0,495 70+0,1
1,6 0,194 56+3,27
0,8 -0,107 30+1
0,4 -0,408 23+2,2 1Cs0 = 1,50+0,06
0,2 -0,709 R?=0,995
Composto 4
Concentracdo Concentragdo % Inibicéo 100 1 .
[UM] Log uM  Crescimento .
(média+SD) . N
100 2 1001,39 S o
50 1,699 98+1,33 5 w0l
25 1,398 93+1,18
12,5 1,097 87+1,23 7 d
6,25 0,796 84+1,32 0 o i 2
3,12 0,495 7242,6
1,6 0,194 54+3,88
0,8 -0,107 42+1,41
0,4 -0,408 21+34 1Cs0=1,16+0,07

0,2 -0,709 18+6,74 R?=0,999
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Composto 5

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao

100

[UM] LoguM  Crescimento
(médiaxSD) R ;
100 2 95+3,4 %3" 50+
50 1,699 94+0,9 :
25 1,398 88+3,2
12,5 1,097 88+5,2 o = Y
6,25 0,796 600,1 ool
3,12 0,495 29+7,12
1,6 0,194 9+0,1
0,8 -0,107 0+0,1
0,4 -0,408 - 1Cs0 = 5,50+0,23
0,2 -0,709 - R?=0,991
Composto 6
Concentracdo Concentragdo %o Inibicao 100
[uUM] Log uM Crescimento i
(média+SD) ) ] :
100 2 100+£1,39 g 60
50 1,699 98+1,33 .
25 1,398 93+1,18 %
125 1,097 87+1,23 1
6,25 0,796 84+1,32 0 g ] : 2
3,12 0,495 72+2,6
1,6 0,194 54+3,88
0,8 -0,107 42+1,41
0,4 -0,408 21+34 1Cs0=10,73£0,07
0,2 -0,709 18+6,74 R? =0,997




202

Composto 7
Concentracdo Concentracdo %o Inibicao i
[UM] Log uM  Crescimento "
(médiaxSD) L0
100 2 96+1 g ;
50 1,699 96+1,3 5401
25 1,398 91+0,9 ol
12,5 1,097 75+0,4 B
6,25 0,796 67+2,8 1 0 1
log [
3,12 0,495 56+2,3
1,6 0,194 50454
0,8 -0,107 39+0,1
0,4 -0,408 24+0,1 1Cs0=2,17£0,097
0,2 -0,709 17+0,4 R? = 0,996
Composto 8
Concentracdo Concentracdo 9% Inibicéo 100
[uUM] Log uM Crescimento
(média+SD) . )
100 2 95+ 0,46 £ /
50 1,699 96 + 5,44 5 /
25 1,398 95 + 3,03 60
125 1,097 84 £4,13
6,25 0,796 744372 0 1 2
3,12 0,495 46 £ 3,79 oo
1,6 0,194 42 +£1,51
0,8 -0,107 36 £ 6,56
0,4 -0,408 - 1Cs50=4,56+0,4

0,2 -0,709 - R?=10,999
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Composto 9

Concentracd Concentracdo % Inibicdo 1907

0 LoguM  Crescimento ol '
[UM] (médiatSD) A
100 2 962 1,46 S w
50 1,699 95+ 0,4 £
25 1,398 84 +3,03 “
12,5 1,097 80 + 1,36 2]
6,25 0,796 73+14 : ! :
3,12 0,495 67+35 oo
1,6 0,194 52+4
08 -0,107 42+0,1
04 -0,408 31+ 95 ICso= 1,370,022
0.2 -0,709 21+1,1 R2 = 0,998
Composto 10
Concentracdo Concentragdo %o Inibicao 1004
[uM] Log uM  Crescimento
(médiaSD) . :
100 2 100 0,9 g w :
50 1,699 100+ 0,4 5
25 1,398 99+ 0,5 “ %
12,5 1,097 93+08 2]
6,25 0,796 81+32 0 1 2
log I
3,12 0,495 65+17
1,6 0,194 55+0,1
08 -0,107 41%6,9
0,4 -0,408 30+ 58 ICso = 0,65+0,0053

0,2 -0,709 - R?=10,999
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Composto 11

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao 100
[uM] Log uM  Crescimento o -
(média+SD) ) '
100 2 971,39 £"]
50 1,699 97402 % 0
25 1,398 93+0,4 o i
12,5 1,097 81+ 0,8 :
6,25 0,796 71+1,03 " ; i :
3,12 0,495 68 £ 3,11 o0
1,6 0,194 57 £5,69
0,8 -0,107 51+2,38
0,4 -0,408 37 0,1 1C50=10,82 £ 0,039
0,2 -0,709 2244 .62- R?=0,997

Composto 12

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao 100
[UM] Log uM Crescimento .
(médiazSD) .

100 2 98 0,1 2"

50 1,699 98+0,9 % w0

25 1,398 97 +0,2 o

12,5 1,097 88+ 1,19

6,25 0,796 71+1,43 3 0 o ' 2
3,12 0,495 65+0,7

1,6 0,194 47+ 0,1

0,8 -0,107 37+£6,79

0,4 -0,408 31 +£2,36 ICs0=1,74 + 0,048

0,2 -0,709 12+0,1 R?=10,999
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Composto 13

Concentracdo Concentracdo %o Inibicdo

[UM] Log uM Crescimento
(médiaxSD)
100 2 100+1,7
50 1,699 94+2,6
25 1,398 91+0,7
12,5 1,097 88+0,13
6,25 0,796 80+2,2
3,12 0,495 74+0,9
1,6 0,194 71+2,6
0,8 -0,107 59+6,79
0,4 -0,408 56 +2,36
0,2 -0,709 45+5,2
0,01 -1,011 35+1,2
0,05 -1,312 30+0,1

% inibicao

80 +

=
=}
1

40

ICs0= 0,25 + 0,004
R2=10,999
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Composto 15

Concentracdo Concentracdo % Inibicao
[uM] Log pM  Crescimento 801
(médiatSD) 5%

100 2 - L.

50 1,699 90+£2,12

25 1,398 86+ 0,5 1 ;

12,5 1,097 76 +2,71 09 i ' ' '
6,25 0,796 56 + 5,23 ' D el i
3,12 0,495 38 + 3,06

1,6 0,194 22 +3,09

0,8 -0,107 17 +8,27

0,4 -0,408 12+£3,38

0,2 -0,709 8+5,12 1C50 = 4,50+0,318

0,01 -1,011 6+2,09 R?=0,995

Composto 16
Concentracdo Concentragdo %o Inibicéo 1004 .
[UM] Log uM Crescimento
(média+SD) 7 :

100 2 100+1,1 - g .

50 1,699 93+ 0,4 5

25 1,398 76+29 07 %

12,5 1,097 58 £ 4,89 ol

6,25 0,796 45+14 0 1 2
3,12 0,495 42+43 0

1,6 0,194 2755

0,8 -0,107 24+0,1

0,4 -0,408 - 1Cs0=5,74+0,37

0,2 -0,709 - R?=10,995
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Composto 17

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao

[UM] LoguM  Crescimento
(médiaxSD)

100 2 -

50 1,699 -

25 1,398 84+48
12,5 1,097 81+ 431
6,25 0,796 75+£29
3,12 0,495 70+ 3

1,6 0,194 50+29
0,8 -0,107 53+6,5
0,4 -0,408 45+4.8
0,2 -0,709 36+3,4

% inibicdo

80

40 4

@
=}
1

log ]

I1Cs0 = 0,8+0,03
R?=0,993

Composto 18

Concentracdo Concentracdo % Inibicdo

[UM] Log uM Crescimento
(médiaxSD)

100 2 -

50 1,699 97+0,5
25 1,398 98+ 0,6
12,5 1,097 94+1,62
6,25 0,796 792,77
3,12 0,495 52+2,57
1,6 0,194 44 + 2,49
0,8 -0,107 366,75
0,4 -0,408 25+2,35
0,2 -0,709 11+0,1
0,01 -1,011 70,1

% inibicdo

100 +

I3
=}
1

I1Cs0 = 1,64+0,1985
R?=0,997
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Composto 19

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao 1007
[UM] Log uM Crescimento
(médiaxSD) g ;
100 2 - ié 7
50 1,699 97+3,5 .
25 1,398 9% +7,6 o =
12,5 1,097 86+9,1 "’ 001 1
6,25 0,796 70+ 4,6
3,12 0,495 65+2,9
1,6 0,194 47+0,7
0,8 -0,107 30+2,8
0,4 -0,408 18+1,8 1C50=1,75+0,086
0,2 -0,709 2+1 R?=0,998
Composto 20
Concentracdo Concentracdo %o Inibicao %
[uM] Log uM  Crescimento 801
(médiatSD)
g
100 2 91+0,7 g
50 1,699 89+1,4 5 0.
25 1,398 74+ 6,5
12,5 1,007 6842 "]
6,25 0,796 60+2,5 6 log [ i :
3,12 0,495 55+3
1,6 0,194 42+1,1
0,8 -0,107 27+4,8
0,4 -0,408 23+3,4 ICs0 = 2,64+0,14

0,2 -0,709 16 +8 R?=10,995
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Composto 21

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao
[1UM] Log UM  Crescimento 1
(médiaxSD) o 50
100 2 611,04 :
50 1,699 552,44 =
25 1,398 52+3,9 30
12,5 1,097 46+1,7 Y . ,
6,25 0,796 43+2.3 ’ log 1 ' ’
3,12 0,495 39+15
1,6 0,194 38+2,4
0,8 -0,107 28+3,2
0,4 -0,408 24+0,9 I1Cs0= 16,2 + 0,65
0,2 -0,709 R?=0,998
Composto 22
Concentracdo Concentracdo %o Inibicéo
[UM] Log uM Crescimento 60
(médiaxSD) .
100 2 - f:’
50 1,699 - 5
25 1,398 66+ 15 ]
12,5 1,097 64+11
6,25 0,796 60 +3,7 ; : oal :
3,12 0,495 50+21
1,6 0,194 56 +0,1
0,8 -0,107 50+19
0,4 -0,408 42+0,5
0,2 -0,709 35+ 3,33 I1Cs0= 0,65 + 0,06
0,01 -1,011 33+£15 R?=0,998

Composto 23

Concentracdo Concentracdo %o Inibicdo
[UM] Log uM Crescimento
(médiatSD)

100 2 -

50 1,699 -
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25 1,398 90+0,1
12,5 1,097 90+0,1
6,25 0,796 60 + 2,51 60
3,12 0,495 47+2,23 o
16 0,194 40+4 ]
08 -0,107 . ol
1 o :
27+45 ool
0,4 -0,408 15+0,1 ICso= 2,46 + 0,06
0,2 -0,709 3+0,5 R2 = 0,999
Composto 24
Concentracd Concentra¢d %o Inibicao W
0 0 Cresciment 80
[M] Log uM 0
(médiaSD) B
100 2 88+1,3 5
50 1,699 84435 7
25 1,398 72437
12,5 1,097 66+1,3 “ ; I
6,25 0,796 5813 ool
3,12 0,495 53+4,2
1,6 0,194 42427
0,8 -0,107 34435
0,4 -0,408 2746,9 ICs0= 1,57 + 0,13

R?=10,988
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Composto 25

Concentracdo Concentracdo % Inibicéo
[UM] Log uM Crescimento
(média+SD)
100 2 10013,6
50 1,699 97+3,1
25 1,398 80+2,2
12,5 1,097 5714,9
6,25 0,796 503,79
3,12 0,495 38+4,8
1,6 0,194 33t4,6
0,8 -0,107 3215,6
0,4 -0,408 -
0,2 -0,709 -

% inibig&o

100

50 4

log I

IC50=15,72+1,84
R?=10,98

Composto 27

Concentracd Concentracd % Inibicdo

] 0 Cresciment
[UM] Log uM 0
(médiazSD)
100 2
50 1,699 78+35
25 1,398 78+1.2
12,5 1,097 74+0,1
6,25 0,796 62+2,77
3,12 0,495 58+4,85
1,6 0,194 55455
0,8 -0,107 45+3,64
0,4 -0,408 36+0,1
0,2 -0,709 9+5,5
0,01 -1,011 9+0,1

% inibicdo

60

N
o
1

N
=]
1

ICs0= 0,38 + 0,012
R?=10,999
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Composto 28

Concentracd Concentracd % Inibicdo

0 0 Cresciment
[HM] Log pM 0
(média+SD)
100 2 -
50 1,699 88+2,51
25 1,398 88+2,28
12,5 1,097 85+1,84
6,25 0,796 85+1
3,12 0,495 81+1,304
1,6 0,194 741,42
0,8 -0,107 6210,9
0,4 -0,408 35+4,9
0,2 -0,709 15+4,8
0,01 -1,011 31,22

% inibicao

80

@
=]
1

N
o
1

N
o
1

1C50= 0,35 + 0,049
R2=0,998

Composto 29

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao

[UM] Log uM Crescimento
(médiatSD)
100 2 -
50 1,699 79+ 3,72
25 1,398 78 +0,7
12,5 1,097 70+£1,52
6,25 0,796 67 £1,33
3,12 0,495 65+0,5
1,6 0,194 60 +0,7
0,8 -0,107 55+ 2,67
0,4 -0,408 47+ 0,9
0,2 -0,709 14 + 3,24

% inibicao

log [I

ICs0= 0,48 + 0,05
R?=0,98
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Composto 30
Concentracdo Concentragdo % Inibicéo .
[UM] LogpuM  Crescimento 80
(médiaSD) . ,
100 2 90+27 S o] % }
50 1,699 90 + 2,06 O ol
25 1,398 70+ 4,03
12,5 1,097 57 +6,9 |ogiu :
6,25 0,796 52 +47
3,12 0,495 44 + 3,58
1,6 0,194 36+2,98
0,8 -0,107 33+3,13
0,4 -0,408 - IC50=35+0,4
0,2 -0,709 - R?=0,98
Composto 32
Concentracdo Concentracdo % Inibicéo
[UM] Log uM Crescimento 80
(médiatSD) R
100 2 : =] f
50 1,699 92+0,2 o]
25 1,398 91+1 20
12,5 1,097 80 + 4,6 : log [ 1
6,25 0,796 70+5,6
3,12 0,495 58+4
1,6 0,194 52 £5,11
0,8 -0,107 42+1,3
0,4 -0,408 36+6,8
0,2 -0,709 2421 1C50=1,26 £ 0,18
0,01 -1,011 19+0,1 R?=0,999
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Composto 33

Concentracdo Concentracdo %o Inibicao 1004 s
[uM] Log uM Crescimento w0 .
(média+SD) . '
100 2 . = f
50 1,699 100 + 1,67
25 1,398 96 + 2,86 i '
0 1
12,5 1,097 84 + 3,52 o0
6,25 0,796 73+3,37
3,12 0,495 65+2,31
1,6 0,194 56 £4,14
0,8 -0,107 33+£4,36
0,4 -0,408 14 £3,42 IC50=1,69 £ 0,18
0,2 -0,709 - R2=10,98
Composto 34
Concentracdo Concentracdo % Inibicao
Crescimento
[(nMm] Log pM .
(médiatSD)
100 2 98+6,8 g
50 1,699 853 4 )
25 1,398 80+2,5
12,5 1,097 70+1,4 log ]
6,25 0,796 60x0,1
3,12 0,495 47+3,3
1,6 0,194 34+1,2
0,8 -0,107 29+4,4
0,4 -0,408 18+3,74 ICs0 = 3,60 + 0,0064
0,2 -0,709 - R2=0,994
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Composto 35

Concentracd  Concentracd % Inibigéo
0 0 Cresciment ]
[HM] Log pM 0 3
(média+SD) <]
100 2 98+6,8
50 1,699 85+3 4
25 1,398 80+8,1 ;
125 1,097 80453 ool
6,25 0,796 76+4.9
3,12 0,495 6854
16 0,194 50 +4.3
08 -0,107 49473
0.4 -0,408 38462 ICso = 1,6 + 0,088
0,2 -0,709 32477 R2=0,08
Composto 36
Concentraco Concentracio 22 Inibicao
¢ ¢ Crescimento
[HM] Log uMm (média+SD)
100 2 100+03 .
50 1,699 100+0,1 .
25 1,398 96 + 1,35 g d
12,5 1,097 80 + 1,47 i}
6,25 0,796 61 + 3,05
3,12 0,495 50+0,7 ° o0 ' :
16 0,194 33+45
0,8 -0,107 17+01
0.4 -0,408 6+05 ICso = 3,48 + 0,31
0.2 -0,709 ; R? = 0,999
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Composto 37

Concentracdo Concentracdo % Inibicao
Crescimento
[uM] Log uM .
(médiaxSD)
100 2 - 8
:_% 60
50 1,699 90+14 .
25 1,398 90+2,6 “1
12,5 1,097 8719 Cown
6,25 0,796 85+6,5
3,12 0,495 75+2,1
16 0,194 65+3,3
0,8 -0,107 46 £0,1
0,4 -0,408 41+ 8,5
0,2 -0,709 36+ 2,8 ICs0=1,65+0,12
0,01 -1,011 R2=0,998
Composto 38
Concentracdo Concentracdo % Inibicdo
Crescimento
[HM] Log pM _
(médiazSD)
100 2 - g |
E 40
50 1,699 80 £ 0,55 s
20
25 1,398 78 +£0,7
o]
12,5 1,097 74 +1,04 1 0 1
log 1
6,25 0,796 68 + 1,98
3,12 0,495 55+ 1,76
1,6 0,194 350,67
0,8 -0,107 13+1,48
0,4 -0,408 0+2,36 ICs0=1,55+£0,11

R?=10,999
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Composto 39
Concentracdo Concentracdo % Inibicao 100
Crescimento f
[HM] Log uM .
(médiaxSD) w0 .
100 2 - g
£ o0 //
50 1,699 100 + 0,55 i /i
25 1,398 100 £ 0,7 /
125 1,007 100 + 1,04 R
6,25 0,796 99 +1,98
3,12 0,495 94 +1,76
1,6 0,194 93 + 0,67
0,8 -0,107 84+1,48
0,4 -0,408 47 + 2,36 ICso = 0,35 + 0,008
0,2 -0,709 26+0,3 R2=0,999
Composto 40
Concentracdo Concentracdo 9% Inibi¢do Crescimento
[UM] Log uM (médiaxSD)
5 0,699 96+1,47
2,5 0,398 94+1,16 .
1,25 0,097 94+1,16 g
0,625 -0,204 85+2,19 : '
0,312 -0,505 65+2,6 o :
log ]
0,156 -0,806 35+3,03
0,0781 -1,107 16+4,7
0,039 -1,408 12+1,59
0,0195 -1,709 9154 ICs0 = 0,207 £ 0,0195

R?=10,999




218

ANEXO 5 — CURVAS DOSE-RESPOSTA RELATIVAS A TOXICIDADE DOS
COMPOSTOS FRENTE A CELULAS THP-1 DURANTE 24, 48 E 72 HORAS.

Compostos CCso (UM)
24h 48N 72h
1 >200 > 100 97,97 £17,94
2 >200 > 100 > 100
8 43,43+0,9 49,42 + 6,6 53,188 + 3,96
13 30,28 £ 3,9 35,34 +5,39 30,23 £2,59
15 50+0,9 45+0,9 27,33 +1,35
39 >100 >100 >100
40 >200 >100 >100
AMB 3255+28 3555+1 25,1+0,8
MT 18,47+ 0,3 14,49 + 0,04 7,47 0,08
NF >200 >100 38,75+ 4,94
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Composto 8

% Inibicéo % Inibicéo

Concentragdo  Concentracdo  Crescimento  Crescimento

% Inibicéo

Crescimento

[UM] Log uM 24 h 48 h 72h
(médiatSD)  (médiatSD)  (médiaxSD)
100 2 70,55 £ 0,06 85+1,8 93104
50 1,699 490+24 57 4,7 75+18
25 1,398 39+32 17 £1,8 27+ 3,7
12,5 1,097 16 +6,9 5422 8,49+ 27
6,25 0,796 9,63+1,5 4413 75137
3,12 0,495 7,54+ 4,7 315 1+44
1,6 0,194 0+2,6 3+19 0+£04
0,8 -0,107 0+44 21,2 0+1,3
24h 48h 72h
:
i
ICs0=45,78 + 1,54 ICs0=47,31 +2,48 ICs0= 33,26 +1,61

R?=0,997 R2? =0,992 R2=0,999
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Composto 13

Concentragdo  Concentragdo % Inibicéo % Inibicdo % Inibicdo

[uM] Log uM Crescimento  Crescimento  Crescimento
24 h 48 h 72h

(médiatSD)  (médiatSD)  (médiaxSD)
100 2 68 + 3,7 81+13 90+6,2
50 1,699 60+ 2,6 75+18 72+0,7
25 1,398 54+24 52+1,3 30+£22
12,5 1,097 36+22 28 +1,8 17 + 3,7
6,25 0,796 14 +3)7 1515 15+26
3,12 0,495 6+49 11 +0,6 10+1,7
1,6 0,194 1+0,8 10 +2,8 10+1,4
0,8 -0,107 1+47 10 +2 10+1,3

24h 48h 72h

1
Concentragao (log M) Concentragao (log M) Concentracéo (log M)

ICs0=27,54 + 2,63 ICs0=21,77 + 0,56 1C50=35,82 + 3,1
R2=0,997 R2? =0,999 R2? =0,999
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Composto 15

Concentracdo Concentracdo % Inibicéo % Inibicéo % Inibicéo
[uM] Log uM Crescimento  Crescimento  Crescimento
24 h 48 h 72h
(médiatSD)  (médiatSD)  (médiaxSD)
200 2,3 90 + 08 100 + 2 100+ 1,9
100 2 83+04 97+24 83+1
50 1,699 5009 5753 76 £ 36
25 1,398 4014 23 £3 3732
12,5 1,097 36+2,3 12+2,1 27+0,2
6,25 0,796 23+0,1 6 +0,4 6+4,3
3,12 0,495 19+0,9 74,1 6+1,08
1,6 0,194 15+1,7 125 514
24h 48h 72h
1
IC50=50+0,9 ICs0=45%0,9 1C50=27,33£ 1,35
R2=10,98 R2=0,96 R2=0,99




222

Nifuroxazida

Concentracdo Concentracdo % Inibicéo % Inibicéo % Inibicéo
[uM] Log uM Crescimento  Crescimento  Crescimento
24 h 48 h 72h
(médiatSD)  (médiatSD)  (médiaxSD)
200 2,3 9+4
100 2 91+46
50 1,699 54+ 35
25 1,398 30+8,3
12,5 1,097 > 200 > 100 1751
6,25 0,796 11+55
3,12 0,495 4+6,2
1,6 0,194 4+54
24h 48h 72h
i
]
<200 <100 1C50=38,75 + 4,94

R2=0,97
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Anforecina B

Concentracdo Concentracdo % Inibicéo % Inibicéo % Inibicéo

[uM] Log uM Crescimento  Crescimento  Crescimento
24 h 48 h 72h
(médiatSD)  (médiatSD)  (médiaxSD)
200 2,3 100+ 1 100+ 1 100+ 1
100 2 100+0,9 94+0,9 100+ 0,9
50 1,699 76+39 83+£53 67 +3,9
25 1,398 32+0,2 27+0,2 50+£0,2
12,5 1,097 0+23 8 +3 26+3
6,25 0,796 00,1 6 +5,5 10+45
3,12 0,495 0+0,9 61,7 13+1,7
1,6 0,194 0+1,7 3+25 10+25
24h 48h 72h

ICs50=32,55+2,8 IC50=3555+1 1Cs50=25,1%+0,8
R2=0,98 R2? =0,99 R2?=0,98
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Miltefosina
Concentracdo Concentracdo % Inibicéo % Inibicéo % Inibicéo
[uM] Log uM Crescimento  Crescimento  Crescimento
24 h 48 h 72 h
(médiatSD)  (médiatSD)  (médiaxSD)
200 2,3 - - -
100 2 90 %2 8015 101+1
50 1,699 85+ 2 82+ 27 99+0,6
25 1,398 56+ 3 65+ 3,9 76 £ 3,7
12,5 1,097 32+5 43+3 52+38
6,25 0,796 22+ 6 2741 41+5,3
3,12 0,495 155 21+ 3,7 29+8,4
1,6 0,194 0+0,1 14+1,6 28+£0,1
0,8 -0,1 0+12 13+ 0,6 15+0,1
24h 48h 72h

A

% Inibicao Crescimento
N @

A

Concentragao log (M)

ICs0= 18,47 £ 0,3
R2=0,97

R2?=0,98

ICs0= 14,49 + 0,04

1IC50=7,47 + 0,08

R2?=0,98
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ANEXO 6 - CURVA DOSE-RESPOSTA CORRESPONDENTES A INIBICAO DE
CRESCIMENTO PARASITARIO PARA AS FORMAS PROMASTIGOTAS DE L.
(L.) MAJOR

Nifurtimox

Concentracdo Concentracéo

% Inibicéo

Crescimento

100

M) Log M (médiaxSD) £ 754
100 -4 0,33 +0,08 i o
33.33 -4.47 5,0 + 0,38 g
11.11 -4.95  16,38+0,84 N
3.70 -5.43 47,29+ 2,47 3 o s M
1.23 59 8678372 bog o [NifuTtm 0] (W)
0.41 -6.38  96,72+145 ICs0= 3,5+ 0,09
0.13 -6.86 R2 = 0,996
Nifuroxazida
Concentracdo Concentracao & In.ibigéo
(M) Log M Crescimento 100
(médiatSD) | <= 754
100 -4 4,41+04 i 50
33.33333 -4.47  2299+107 | ¥ ..
11.11111 -4.95  5246+166 o
3.703704 -5.43 84,00+ 0,71 7 6 5 4
1.234568 59  9651+1,73 Ho910 [Nifuroxazidel ()
0.411523 -6.38 99,36+ 0,52 ICso= 12,79 + 1,04
0.137174 -6.86 99,62 +147 R2=0,998
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Composto 1
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
[UM] Loa M Crescimento 100
0
H ’ (média+SD) £ 754
30 452 004:0015 | & _ |
10 -5 75+0,51 8
254
3.33 -5.47 18,80 £ 0,26
0
1.11 -5.95 34,51 +0,79 5 M M M 4
0.3 -6.43 73,47+ 0,82 Logyo[compound 1] (M)
0.12 -6.9 93,36+ 1 ICs0= 0,67 + 0,007
0.041 -7.38 100 + 3,25 R2=0,994
Composto 2
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
Crescimento 100
[uM] Log M -
(médiatSD) -
2
30 -4.52 6,04 £ 0,18 2 5o
10 -5 19244051 | ° 25
3.33 -5.47 48,72+ 0,76 0
1.11 595  91,17+111 N N N N
Log,g[compound 2] (M)
0.3 -6.43 99+ 1,25
0.12 -6.9 100+ 2,49 ICs0=3,03+£ 0,05
0.041 -7.38 100+ 1,49 R2=0,997
Composto 3
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
[M] Loa M Crescimento
0 100 4
H : (médiatSD)
£ 751
30 -4.52 0,53+ 0,11 S ]
10 -5 12,25+ 0,35 -
3.33 -5.47 49,04 + 0,45 01
-8 -7 -6 -5 -4
1.11 -5.95 79,52+5 Log,, [compound 3] (M)
0.3 -6.43 97,69 + 1,05
0.12 -6.9 100+ 1,76 ICs0=3,27 £ 0,115
0.041 -7.38 100 + 3,29 R2=10,996
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Composto 4
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ]
Crescimento 100
[UM] Log M -
(média+SD) R
30 -452  046+0,19 S o
10 -5 4,79 £1,87 .
3.33 -5.47 15,63 £ 0,45 o
1.11 -5.95  56,01+171 8 7 5 5 4
Log,o[compound 4] (M)
0.3 -6.43 97,54+ 1,11
0.12 -6.9 100 £ 1,69 ICs=1,211 £ 0,011
0.041 -7.38 100 £ 3,25 R2=10,996
Composto 5
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao )
Crescimento 100+
[UM] Log M -
(media+SD) R
30 452 094+011 ]
10 -5 6,22 + 1,22 .
3.33 -5.47 25,25+ 0,17 01
1.11 -5.95 50,18 + 4,07 8 o 6 ® “
Log,o[compound 5] (M)
0.3 -6.43 86,70 + 2,29
0.12 -6.9 93,33 +2,82 ICs0=1,311£0,11
0.041 -7.38 100 + 3,25 R2=10,993
Composto 6
% Inibicéo
Concentracdo ZConcentracao ]
[M] Loa M Crescimento 100
0
H : (médiatSD) < 754
2
30 -4.52 0,18 £ 0,09 S oA
10 -5 5,13+0,32 .
3.33 -5.47  11,89+0,08 N ° .
1.11 -5.95 29,63 + 0,54 . M . 5 .
0.3 -6.43  8576+1,97 tog [compound 6] (M)
0.12 -6.9 98,61 +2,51 I1Cs0= 0,737 £ 0,0008

0.041 -7.38 100 + 1,73 R?=0,995
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Composto 7
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ]
[UM] Loa M Crescimento 1001
0
H : (média+SD) = 754
B
30 -4.52 0,20+ 0,023 S o
10 -5 11,36 + 0,46 .
3.33 -5.47 58,30+ 1,08 0-
1.11 -5.95 98,95 + 0,66 -8 7 0 -5
Log,o[compound 7] (M)
0.3 -6.43 100 £ 1,05
0.12 -6.9 100 +1,28 1Cs0=3,98 + 0,46
0.041 -7.38 100+1,73 R2=0,998
Composto 8
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
[UM] Lo M Crescimento 1001
0
H J (médiaxSD) £ 754
2
30 -4.52 0,02 +0,078 2 50
10 -5 0,21 £ 0,031 " 25
3.33 -5.47 0,73+ 0,204 ° . . .
1.11 -5.95 16,22+ 1,56 e lcompound o8] ()
0.3 -6.43 80,1+ 3,299
0.12 -6.9 98,5+ 0,799 ICs0=0,60 + 0,28
0.041 -7.38 100 + 1,47 R2=0,997
Composto 9
% Inibigdo
Concentracdo Concentracdo ]
[M] Loa M Crescimento oo
0
H : (médiatSD) P
30 -4.52  0,09+0,03 5 .,
10 -5 3,45+ 0,06 .
3.33 -5.47 11,24 £ 0,37 o
1.11 -5.95 22,48 £ 0,37 8 7 ® N
Log,g[compound 09] (M)
0.3 -6.43 61,97 £ 2,63
0.12 -6.9 90,56 + 2,52 ICs0= 0,44 + 0,025
0.041 -7.38 100 £1,73 R2=10,996
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Composto 10

% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ]
Crescimento 100
[HM] Log M -
(média+SD) P
30 452 0454:018 | o |
10 -5 16,05 + 0,69 = L
(4
3.33 -5.47 28,81+ 0,74 0 °
1.11 -5.95  64,36+2,08 9 7 o s 4
Log,q[compound 10] (M)
0.3 -6.43 91,73 £ 2,65
0.12 -6.9 97,48 £1,23 ICs0=1,71+£ 0,09
0.041 -7.38 98,55+ 2,34 R2=0,998
Composto 11
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
[UM] Lo M Crescimento 1004
0
: d (médiatSD) = 754
2
30 -4.52 0,5+0,21 S -
10 -5 0,78+0,11 .
3.33 -5.47 13,19+0,5 0-
1.11 -5.95  4220+239 & M o 5
0.3 -6.43 77 22 + 8.45 Log,o[compound 11] (M)
0.12 -6.9 91,76 £0,1 ICs0=0,44 + 0,025
0.041 -7.38 100+1,73 R2=10,994
Composto 12
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
[M] Loa M Crescimento 1001
0
H J (médiatSD) = 754
3
30 -4.52 1,07 +£0,14 S o
10 -5 20,83 + 0,97 -
3.33 -5.47 74,13 £ 4,09 o
1.11 -5.95 100 £ 4,8 -8 -7 -6 -5
Log,o[compound 12] (M)
0.3 -6.43 100 £+ 3,7
0.12 -6.9 100 + 2,44 IC50=5,39+ 1,88
0.041 -7.38 100+0,1 R2=0,992
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Composto 13

% Inibicéo

Concentracdo Concentracao ~rescimento oo R
M) Log M (médiatSD) £ 75-
30 -4.52 0,15 + 0,09 i .
10 -5 1491+081 | ¥ .
3.33 -5.47 8579+ 1,1 0
1.11 -5.95 100 0,69 9 7 o 5
Log,o[compound 13] (M)
0.3 -6.43 100+£0,3
0.12 -6.9 100 £ 0,71 1C50=5,45+ 0,07
0.041 -7.38 100+0,1 R?=0,994
Composto 14
% Inibicéo

Concentracdo Concentracao

Crescimento

HM] Log M (médiaxSD)
30 -4.52 71,64 +0,22 IC50 néo determinado
10 -5 82,85+ 0,15
3.33 -5.47 100£0,78
1.11 -5.95 100 + 0,85
0.3 -6.43 100 + 1,67
0.123 -6.90 100 £ 1,55
Composto 15
% Inibicéo

Concentracdo Concentracao

Crescimento

M) oo M (média+SD)
30 -4.52 1,62 +0,18
10 -5 9,34 + 0,46

3.33 -5.47 18,1+ 0,33

1.11 -5.95  38,48+2,39
0.3 -6.43  89,7+0,71

0.12 -6.9 100 + 1,229

0.041 -7.38 100 + 0,87

100

751

50

% growth

254

-8 -7 -6 -5
Log,o[compound 15] (M)

1C50=0,81+0,3
R?=0,993
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Composto 16

% Inibicéo

Concentracdo Concentracdo

Crescimento

1004

M) Log M (média+SD) -
30 -452  1,07+0,13 e Lol
10 -5 49,52 + 2,56 s o
3.33 -5.47 100 + 7,48 o
1.11 -5.95 100 + 3,78 M M - .
0.3 -6.43 100 + 4,17 Logiofcompound 16] (M)
0.12 -6.9 100 £ 3,51 ICs0=10,70 £ 0,95
0.04 -7.38 100+0,1 R?=0,983
Composto 17
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao )
(M] Log M Crescimento 1001
(médiaxSD) £ 754
30 -4.52 0,01 + 0,05 § .
10 -5 0,1+ 0,06 .
3.33 -5.47 02+0,1 .-
1.11 -5.95  1455%1,05 ) 7 6 5
0.3 643 100+547 Foguo Leompound 171 (0)
0.12 -6.9 100 £ 3,31 1C50=10,9+0,13
0.041 -7.38 R?=0,998
Composto 18
% Inibicéo
Concentrag¢do Concentragdo ) 100
[M] Log M Crescimento i
(médiatSD) = "
30 452 074005 5 507
10 -5 0,58 £ 0,08 : 251
3.33 -5.47 3,32+0,17 0
1.11 -5.95 14,07 £ 0,49 -8 7 6 5
Log,,[compound 18] (M)
0.3 -6.43 54,90 + 2,52
0.12 -6.9 100 £ 2,62 I1Cs0=0,33 + 0,029
0.041 -7.38 100 + 3,25 R?=0,998
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Composto 19

% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ~rescimento 00
M) Leg M (média+SD) = 75-
30 -4.52 0,07+0,1 § 50
10 -5 0,23+0,12 5 el
3.33 -5.47 10,47 £ 0,07 o-
1.11 -5.95  28,26+0,63 . M . 5 4
0.3 -6.43 100 + 7,99 Logso [eompound 191 (W)
0.12 -6.9 100 £ 0,32 1C50=0,87 £ 0,13
R?=0,997
Composto 20
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao )
[UM] Log M Cresc-lmento 100 1
(médiaxSD) £ 754
30 -4.52 0,5+0,01 i o0
10 -5 2,66 +0,13 .
3.33 -5.47  17,03+118 o
1.11 -5.95  7448+141 . M . 5 4
0.3 -6.43 925+15 Hodofeompound 201 (M)
0.12 -6.9 99,81+1,81 1C50=1,74 £ 0,08
0.041 -7.38 100+1,5 R? =0,997
Composto 21
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ]
(M) Log M Crescimento 1001
(média+SD) £ 754
30 -4.52 0,15 + 0,05 2 50
10 -5 4,22 +0,42 -
3.33 -5.47 28,13+ 1,14 04
1.11 -5.95 100 + 3,27 . M . 5 N
0.3 -6.43 100 + 3,68 Loguo [compound 211 (M)
0.12 -6.9 100 £ 4,49 1C50=2,8 + 0,009

- R?=0,996
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Composto 22

% Inibicéo

Concentracdo Concentracdo ]
Crescimento 1064
[HM] Log M -
(média+SD) P
30 -4.52  046+0,19 S Lol
10 -5 4,79 £1,87 S
3.33 -5.47 15,63 £ 0,45 0
1.11 -5.95 56,01 +1,71 8 7 -6 -5
Log,o[compound 22] (M)
0.3 -6.43 97,54 +1,11
0.12 -6.9 100 £+ 1,69 ICs0=1,211 £ 0,011
0.041 -7.38 100 £ 3,25 R2=10,996
Composto 23
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
[UM] Lo M Crescimento 100
0
H : (médiatSD) P
30 452  3346:084 | & _ |
10 -5 34,6 +0,53 s
251
3.33 -5.47 51,87 £ 0,53 o
1.11 -5.95 100 + 1,09 . 3 M 5
0.3 -6.43 100 + 211 Log,o[compound 23] (M)
0.12 -6.9 100 £1,31 ICs0=2,87 £ 0,014
0.041 -7.38 100+1 R2=0,998
Composto 24
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
[M] Loa M Crescimento 1001
0
H : (média+SD) £ 754
2
30 -4.52 17,72+ 0,31 E 50
10 -5 1755+042 | 5 ]
3.33 -5.47 53,48 + 0,45 0
1.11 -5.95 100 + 1,98 . .'7 . 5 4
0.3 6.43 100 + 0 49 Log,q[compound 24] (M)
0.12 -6.9 100 + 0,83 ICs0=1,211 £ 0,011
0.041 -7.38 100+1 R2=0,999
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Composto 25

% Inibicéo

Concentracdo Concentracao

Crescimento

100 1

M) Leg M (média+SD) = 75-
30 -4.52 0,06+ 0,07 i 50
10 -5 0,04 +0,07 = L
3.33 -5.47 27,75+ 0,42 0
1.11 -5.95 81,88+ 1,9 5 M 6 5
0.3 643 100366 Fo%u feompound 25T ()
0.12 -6.9 100+ 0,78 I1Cs0=1,98 + 0,007
0.041 -7.38 100+1 R?=0,998
Composto 26
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ~rescimento 100
M) Log M (médiaxSD) £ 754
30 -4.52 0,44 +0,07 § oo
10 -5 0,65+ 0,18 .
3.33 -5.47  2,75£0,19 o
1.11 -5.95 51,17+08 . M . 5
0.3 -6.43 100 + 4,44 L9 [compound 261 (M)
0.12 -6.9 100+0,4 ICs0=1,11 + 0,009
R?=0,998
Composto 27
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ]
[M] Log M Crescimento 1001
(média+SD) = 754
30 -452 134014 i .
10 -5 15,44 + 0,66 =
3.33 -5.47 58,93 + 5,38 04
1.11 -5.95 100 + 0,68 s M 6 5
0.3 643  100+0,34 Fegwfeompound 271 (D
0.12 -6.9 100 £ 0,83 1C50=3,64 £ 0,35
0.041 -7.38

R?=0,994
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Composto 28

N L . % Inibicdo °
Concentracdo Concentragdo ~rescimento . é
M) Log M (média+SD) = 754
30 452 2003:03 | ¢ |
10 -5 34,7+0,36 .
3.33 -5.47  48,03%03 .
1.11 -5.95  100+0,81 5 3 M s 4
0.3 643 100£045 Fo9woleompound 28] ()
0.12 -6.9 100+ 0,95 1C50=2,71£0,12
0.041 -7.38 R?=0,994
Composto 29
% Inibicéo
Concentracdo Concentracéo )
[UM] Log M Crescimento 1001
(médiaxSD) £ 754
30 -4.52 4,7+0,38 i 50-
10 -5 975035 | = .|
3.33 -5.47 33,15+1,22 0
1.11 -5.95 100 + 1,49 8 7 6 s
0.3 -6.43  100+359 Toswleompound EeT D
0.12 -6.9 100 + 2,08 1Cs0=2,64 £ 0,36
0.041 -7.38 R?=0,994
Composto 32
% Inibicéo
Concentragdo Concentragdo 1004
(V] Log M Crescimento
(média+SD) § 751
8
30 -4.52 0,01 +0,07 EO: 50+
10 -5 0,15+ 0,06 - 251
3.33 -5.47 3,61+0,31 01 . . :
1.11 -5.95  3559+1,38 B u;;,o [com;und 32{3».4;
0.3 -6.43 89,23+0,91
0.12 -6.9 99,72+ 0,7 I1Cs0=0,86 + 0,023
0.041 -7.38 100 + 0,74

R?=0,999




Composto 33

Concentracdo Concentracao

% Inibicéo

Crescimento

100

M) Log M (média+SD) pa—
30 452 34%072 2 ol
10 -5 10,53 + 0,54 .
3.33 -5.47 16,5+ 1,6 N
1.11 -5.95 54,87 + 2,25 5 > _'6 M
0.3 6.43  9413+072 L9 [compound 331 (M)
0.12 -6.9 100 £1,6 ICso=1,14 0,03
0.041 -7.38 100 + 2,27 R2 = 0,997
Composto 34
Concentracdo Concentracao v In-ibigéo
[UM] Log M Crescimento 100
(médiaxSD) £ 75-
30 -4.52 0,06 + 0,07 i 50
10 -5 4,79 0,04 S
3.33 -5.47 8,16 +0,2 o : °
1.11 595 150305 9 7 } 5
Log,o[compound 34] (M)
0.3 -6.43 24,82 +0,3
0.12 -6.9 72,22 + 0,67 ICso= 0,188 + 0,008
0.041 -7.38 94,95 + 22 R2=0,99
Composto 40
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
[M] Log M Crescimento 1007
(média+SD) £ 757
5 -5.30 1,48 +0,12 i 501
1.66 -5.77 1,39 + 0,07 S
0.55 -6.25 1,58 + 0,04 -
0.18 -6.73 4,31+ 0,2 8 7 5 5
0.06 -7.20 86,06 + 1,34 L9, [compound 401 (M)
0.0205 -7.68 100 + 0,86 ICs0= 0,087 % 0,0012
0.0068 -8.16 100 +1,33 R2=0,999




237

ANEXO 7 - CURVA DOSE-RESPOSTA CORRESPONDENTES A INIBICAO DE
CRESCIMENTO PARASITARIO PARA AS FORMAS AMASTIGOTADE L. (L.)

MAJOR

Composto 02

N L _ % Inibigdo
Concentragéo Concentragéo

Crescimento

150

M) Log M (média+SD) E 100 pd
-452 30 0.64 s
5 10 5 5 e

-5,47 3,33 18.87 = 3,22

5,95 111 73.20+ 553 ’ - - - -
-6,43 0,37 81.12 £ 8,41 Logyolcompound 2] (M)

-6,9 0,12 100 1C50=1,9+£0,05

Rz =0,983
Composto 08
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ~rescimento 100 L

M) Leg M (médiatsD) | *
-4,52 30 0 > 50

5 10 1244347 | % .
-5,47 3,33 17,62+ 2,3
-5,95 1,11 4571+ 1,79 0_9 - - - T ~
-6,43 0,37 74,76 £9,9 Log,olcompound 8] (M)

-6,9 0,12 100 1Cs0= 0,32 £ 0,027
-7,38 0.041 100 Rz=0,991
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Composto 10

. _ % Inibicdo 150
Concentracdo Concentracgdo )
[UM] Loa M Crescimento
0
H J (médiatSD) £ 100 e
2
-4,52 30 s
5 10 0 T
-5,47 3,33 11+2,44 . °
-5,95 1,11 115+7,12 -9 -8 -7 -6 5 4
Log,o[compound 10] (M)
-6,43 0,37 31,35+ 10
-6,9 0,12 61 +7,89 ICs0= 0,14 + 0,009
-7,38 0.041 100 R2=10,977
Composto 15
% Inibicéo
Concentracdo Concentragio _ too
[UM] Loa M Crescimento
H 0g - c 75
(média+SD) Z
4,52 30 7.36 5 50
5 10 6.58 T2
-5,47 3,33 10,50 +7,98 . 4
-5,95 1,11 14,03+5,5 -8 7 -6 5 4
-6,43 0,37 66,63 £ 5,72 Logio[compound 157 (M)
-6,9 0,12 100 1Cs0=0,44 £ 0,08
R2=0,983
Composto 20
. _ % Inibigéo 100
Concentracdo Concentracgdo ]
[M] Loa M Crescimento
H 0g . e 75
(média+SD) S
452 30 1,48 £ 0,12 5 0
-5 10 1,39 + 0,07 " 2
-5,47 3,33 1,58+ 0,04 .
-5,95 1,11 4,31+ 0,2 . 7 M M M 3
-6,43 0’37 86,0611,34 Logio[compound 20] (M)
-6,9 0,12 100 £ 0,86 ICs0= 0,43 £ 0,029

R?=10,999
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Composto 28

% Inibicéo
Concentracdo Concentragio _ Loo
[UM] Loa M Crescimento
H 0g - - 75
(média+SD) <
4,52 30 7,36 5 50
-5 10 6,57 s
-5,47 3,33 105+£28
0 [}
-5,95 1,11 14+9,7 9 B 3 5 5 4
-6,43 0,37 66,63 + 6,44 Logyo[compound 28] (M)
-6,9 0,12 100 ICs0=0,44 + 0,08
R2=10,983
Composto 33
B . % Inibicéo
Concentracdo Concentragdo ) 100
[UM] Loa M Crescimento
0
H : (média+SD) s "
-4,52 30 1,84 5 s0
-5 10 5,25 2
-5,47 3,33 8,89 + 3,84 . .
-5,95 1,11 34,57 + 6,85 M = M 5 M
-6,43 0,37 83,11+ 4,8 Logse [compound 331 (M)
-6,9 0,12 100 1Cs0=0,84 + 0,05
R2=0,995
Composto 34
. _ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ] 100
[M] Loa M Crescimento
H 0g -
(média+SD) £ "
4,52 30 6,07 5 50
5 10 514+ 4 -
-5,47 3,33 14,29 + 3,2 . .
-5,95 1,11 84,26 + 1,34
-9 -8 -7 -6 -5 -4
-6,43 0,37 95,48 + 4,6 Log;glcompound 34] (M)
-6,9 0,12 95,63 1Cs50=1,84 + 0,09

R?=10,995
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Composto 40

B . % Inibicéo 100 o ®
Concentracdo Concentragdo )
[UM] Loa M Crescimento
M 0g - c 75
(média+SD) S
5,95 11 0 5 s0 .
-6,43 0,36 0 " 2
-6,91 0,12 0 .
-7,38 0,04 4,21 -10 -9 -8 -7 -6 -5
-7,86 0,013 33,68 + 3,6 Logyg[compound 40] (M)
-8,34 0,004 52+23 I1Cs0 = 0,006 + 0,0003

-8,82 0,001 100+1,21 R2=0,977
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ANEXO 8 - CURVA DOSE-RESPOSTA CORRESPONDENTES A INIBICAO DE
CRESCIMENTO PARASITARIO PARA AS FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE

T. BRUCEI

Nifuroxazida

Concentracdo Concentracéo

% Inibicéo

Crescimento

100

[M] Log M (médiaxSD) < 754
11 -4.95  0,09+0,08 i .
3.66 -5.43 0,46 + 0,05 .
1.22 -5.91 0,43 0,15 .
0.40 -6.38 2,34+ 0,11 5 M 6 5 .L
0.13 -6.86  90,26+232 Ho0 0 [Nurozaxidal ()
0.045 -7.34 93,23+1,98 I1Cs0= 0,269 £ 0,08
R?=0,999
Nifurtimox
Concentracdo Concentracéo & In.ibigéo
Crescimento 1001
M) oo M (média+SD) = 75-
100 -4 0,14 + 0,27 i oo
33.33 -4.47  0152+025 | = ,.J
11.11 -4.95 0,3+0,25 0
3.70 543 1186227 . o s 4 2
Log,o [ Nifurtimox] (M)
1.234 -5.9 97,99+ 1,04
0.411 -6.38 100 + 1,09 1C50=2,53£0,33

R?=0,999
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Composto 1
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ] 1001
[UM] Loa M Crescimento
0 i
H ’ (média+SD) s ”®
2
11 -4.95 0,19+£0,19 E, 507
3.66 -5.43 0,42+ 0,14 5 254
1.22 -5.91 0,7+0,16 0
0.40 -6.38 95,59+ 0,14 M . 5
0.13 -6.86 92,08 +3,47 Logiolcompound 11 (M)
0.045 -7.34 100 £ 3,2 ICs0=0,65 + 0,05
R2=0,999
Composto 2
_ % Inibigéo 1001
Concentracdo Concentracao ]
[UM] Lo M Crescimento
0 754
H J (média+SD) g
o
11 -4.95  0,074+008 |5 59
32
3.66 -5.43 0,+0,05 251
1.22 -5.91 0,43 £0,15 01
0.40 -6.38 49,36+ 6 8 7 D 5
Log,q [compound 2] (M)
0.13 -6.86 100 £ 1,64
0.045 -7.34 100 £ 5,18 ICs0=0,41+0,018
R2=10,996
Composto 3
% Inibicéo
Concentrac¢do Concentragdo ) 100
[M] Lod M Crescimento
0
H J (médiaxSD) = 757
11 495 038002 | 2 sod
3.66 -5.43 12401 = 25+
1.22 -5.91 61,07+1,1 0
0.40 -6.38 100+ 9,9 5 7 5
Log,q[compound 3] (M)
0.13 -6.86 100+ 9
0.045 -7.34 100 £+ 6,16 ICs0=1,3+0,091

R? =0,987




243

Composto 4
% Inibigéo 1507
Concentracdo Concentracdo ] 125
[UM] Loa M Crescimento
0 100
H ’ (médiazSD) | g
o 75
11 -4.95 0,043 + 0,06 o
3 504
3.66 -5.43 0,63 £0,03 25
1.22 -5.91 1,39 £ 0,07 0
0.40 -6.38  44,83+7,04 < 7 4 5 -4 3
Log4 [compound 4] (M)
0.13 -6.86 82,21 + 3,05
0.045 -7.34 100 £ 4,3 1Cs0=2,97 £ 0,69
R2=0,999
Composto 5
% Inibigao 0
Concentracdo Concentracao ) 125
[UM] Lo M Crescimento
0 - i
H J (médiatsD) £
o 7519
11 -4.95 0,27 £ 0,46 =
© 501
3.66 -5.43 11,03+ 4,7 -
1.22 -5.91 61,799 0
0.40 -6.38 72,53 £ 6,59 8 7 -6 ° 4 3
Log,o[compound 5] (M)
0.13 -6.86 89,14 £5,32
0.045 -7.34 83,56+1,41 ICs0=1,83+0,65
R2=0,958
Composto 6
% Inibicéo
Concentracdo ZConcentracdo ]
(M) Loa M Crescimento 1007
0
H J (médiaxSD) £ 751
B
11 -4.95 0,64 +0,49 E 50
3.66 -5.43 0,15+ 0,49 S
1.22 -5.91 45,48 + 3,38 0-
0.40 -6.38 90,61+ 1,3 _8 3 . 5
0.13 -6.86 921806 Logiolcompound 6] (M)
0.045 -7.34 99,53 + 6,62 ICs0=1,15+ 0,07

R?=0,993
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Composto 7
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
Crescimento oo+
[HM] Log M - N
(média+SD) P
11 -4.95 0,14 +0,07 :
3.66 -5.43 21,5525 .
1.22 -5.91 72,7755 0-
0.40 -6.38 87,44 + 3,3 -8 7 -6 s 4
Log,g[compound 7] (M)
0.13 -6.86 98,88 + 5,3
0.045 -7.34 100 + 7,63 1IC50=2,12 £ 0,17
Rz=0,991
Composto 8
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ) 1001
[UM] Lo M Crescimento
0 J
H J (média+SD) s ®
2
11 -4.95 0,16 £ 0,01 g 50
3.66 -5.43 0,59 +0,1 S s
1.22 -5.91 22,57 £ 3,6 0
0.40 -6.38 86,87+ 6,26 7 6 5
0.13 -6.86 100+2,8 Hoguoleompound 81OV
0.045 -7.34 100 £ 3,41 IC5=0,8 £0,01
R2=0,999
Composto 9
_ % Inibicdo
Concentracdo Concentracao ] 100
(M] Lod M Crescimento
0
H J (média+SD) g 751
11 495  113+069 o 50
3.66 -5.43 565+ 1,7 T 254
1.22 -5.91 15,08 £1,13 01
0.40 -6.38 74,19+ 7 -8 7 -6 -5 -4
Log,q[compound 9] (M)
0.13 -6.86 96,79 + 2,8
0.045 -7.34 100 + 4,48 1C5=10,62 £+ 0,07

R?=10,998
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Composto 10

Concentracdo Concentracdo

% Inibicéo

Crescimento

100+

M Log M
HM] J (médiatSD) J—
11 -495  0,03%0,21 : ]
3.66 -5.43 1+0,33 B -
1.22 -5.91 6,61 o
0.40 -6.38 71,71 £56 - 3 6 M M 3
013 -686 9425 + 3.7 Log,,[compound 10] (M)
0.045 -7.34 96,67 +9 ICs0= 0,58 + 0,007
R2=10,999
Composto 11
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ) 100+
[UM] Lo M Crescimento
0
H J (médiaxSD) g 7517
11 -4.95 0,09+ 0,08 S 50
3.66 -5.43 0,46 + 0,05 " 25
1.22 -5.91 0,43+0,15 0]
0.40 -6.38 2,34+ 0,11 - 7 ° ® -
Log,,[compound 11] (M)
0.13 -6.86 90,26 + 2,32
0.045 -7.34 93,23+ 1,98 ICs0= 0,25 + 0,007
R2=10,992
Composto 12
% Inibicéo
Concentracdo ZConcentracdo ]
[M] Lod M Crescimento 1007
0
H J (médiaxSD) £ 754
=
11 -4.95 0,17 + 0,05 g 504
3.66 -5.43 0,84 + 0,07 .
1.22 -5.91 1,18 +0,1 0
0.40 -6.38 19,68 + 4,1 . M M 5 A
0.13 -6.86 76.31 + 9.9 Log,o[compound 12] (M)
0.045 -7.34 100 + 6,51 1C50=0,18 £ 0,02

R?=0,993
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Composto 13

% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
Crescimento 1004 @
[UM] Log M -
(meédiaxSD) P
11 -4.95 0,21+03 ° .
3.66 -5.43 7,44+18 8 .
1.22 -5.91 1557+2,3 o
0.40 -6.38 45,98 + 9,9 . . _; 5
0.13 -6.86 7639909 bodoleompound 131 (M)
0.045 -7.34 80,72+7,2 ICs5=0,399 £ 0,17
R2=0,975
Composto 14
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
(M) Loa M Crescimento 100 °
0
H J (médiaxSD) p— §
11 495  005:008 | ¢ |
3.66 -5.43 548+0,5 = ]
1.22 -5.91 71,19+ 1,65 o
0.40 -6.38 87,8138 8 7 6 5
Log,g[compound 14] (M)
0.13 -6.86 96,98 + 4,59
0.045 -7.34 100 £ 2,2 ICs0=1,55+ 0,05
R2=0,997
Composto 15
_ % Inibicdo 1004
Concentracdo ZConcentracdo ] -
(M] Lod M Crescimento s
O -
H J (média+SD) §
O -
11 -495  823:022 | B
3.66 543  5617+32 | 259
1.22 -5.91 90,48 + 4,41 0+
0.40 -6.38 96,16+ 1,79 7 - S 4
Logyg [compound 15] (M)
0.13 -6.86 100+ 2
0.045 -7.34 100 £ 0,85 ICs0=3,9+0,07

R?=0,994
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Composto 16

% Inibicéo
Concentragdo Concentragéo ) 1004
[UM] Loa M Crescimento
0
H ’ (média+SD) £ 7
=)
11 -4.95 0,09 + 0,04 o 504
B
3.66 -5.43 0,69 + 0,02 25
1.22 -5.91 6,4+33 01
-8 -7 -6 -5
0.40 -6.38 86,08 + 8,5 Logs, [compound 16] (M)
0.13 -6.86 92,62 +7,98
0.045 -7.34 100+5,9 1Cs0= 0,56 + 0,08
R2=0,997
Composto 17
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
Crescimento 1004 @
[uM] Log M -
(médiatSD) < 754
2
11 -4.95 0,01 £ 0,07 .
3.66 -5.43 0,62 +0,07 =L
1.22 -5.91 9,44 + 0,47 0
0.40 -6.38  61,67+3,12 8 7 5 5
Log, und 17] (M)
0.13 -6.86  8723+29 P00 [compoun
0.045 -7.34 92,21+4,6 1Cs5=0,52 + 0,02
R2=0,993
Composto 18
% Inibicéo
Concentracdo ZConcentracdo ]
Crescimento 1004
[uM] Log M - 7 2
(médiaxSD) P
11 -4.95 0,23+0,13 : ]
3.66 -5.43 4,54 + 0,64 -
1.22 -5.91 40,81 + 3,96 0
0.40 -6.38 71,43 £ 2,77 8 7 -6 5
Log,o[compound 18] (M)
0.13 -6.86 94,97+25
0.045 -7.34 88,44 + 2,31 1C5=1,05+0,18

R?=10,986
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Composto 19

% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
[UM] Loa M Crescimento 1001
0
H J (médiatSD) = 754
2
11 -4.95 0,4 +0,25 S sod
3.66 -5.43 1,5 +0,56 s -
1.22 -5.91 8,56 £ 1,12 oA
0.40 -6.38 22.84+23 5 - 5 s
0.13 -6.86 60,0389 Lo9se [compound 191(M)
0.045 -7.34 83,1+3/4 1Cs0=0,18 £ 0,04
R2=0,991
Composto 20
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
Crescimento 100
[MM] LogM -
(médiaxSD) £ 751
=
11 -4.95 0,4 £0,03 .
3.66 -5.43  1042+211 .
1.22 -5.91 86,64 + 1,23 0
0.40 -6.38 948+17 8 7 5 5
Log,q[compound 20] (M)
0.13 -6.86 97,04 £ 0,53
0.045 -7.34 100+ 2,4 IC5=2,18 £ 0,2
R2=0,997
Composto 21
% Inibicéo
Concentracdo ZConcentracdo ]
[M] Lod M Crescimento 100
0
H d (médiatSD) P
11 -495  0,49+0,38 ° .
3.66 -5.43 0,23+0,31 8 -
1.22 -5.91 22,2 +7,17 0
0.40 -6.38 91,89 + 2,8 . M . 5
0.13 -6.86  98,92+2,28 Ho9u [compound 24l ()
0.045 -7.34 100 £ 2,19 ICs0=0,81+0,014

R?=10,996
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Composto 22
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
Crescimento 1004 [ ]
[uM] Log M -
(médiaxSD) < 754
11 495  051+0,28 e Lo
3.66 -5.43 2,41 £ 0,67 & -
1.22 -5.91 78,53+ 3,25 o
0.40 -6.38  9359+335 - M M 5 4
0.13 -6.86 90,25+ 6,8 Hodro feompound 22 (M)
0.045 -7.34 100 £+ 3,3 ICs0=1,76 £ 0,18
R2=10,990
Composto 23
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao )
[UM] Lo M Crescimento 1004
0
H : (médiaxSD) = 751
2
11 -4.95 5,4+0,7 .
3.66 -5.43 11,42 + 1,74 .
1.22 -5.91 20,44 £ 2,97 o
0.40 -6.38  51,64+567 8 3 . 5 .
0.13 -6.86 84+319 Loge [compound 231 (M)
0.045 -7.34 100 £ 2,87 1Cs0=0,36 + 0,09
R2=10,993
Composto 24
% Inibicéo
Concentracdo ZConcentracdo ]
Crescimento 100 [ ]
[MM] LogM - .
(médiaxSD) £ 754
11 495  054%006 | ° .|
3.66 -5.43 6,41+ 0,38 -
1.22 -5.91 75,37+ 0,98 o
0.40 -6.38 85,62+ 1,5 -8 7 -6 -5 -4
Log,o[compound 24] (M)
0.13 -6.86 93,63+0,9
0.045 -7.34 100 £ 4,2 1Cs50=1,85+ 0,05

R?=10,988
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% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo )
M] Loa M Crescimento 100
0
[“ : (média+SD) £ 754
2
11 -4.95 0,68 £ 0,09 .
3.66 -5.43 5+ 0,82 ® 25 -
1.22 -5.91 50,07 + 2,66 o )
0.40 -6.38 78,44 +9,18 . _'7 _; . ]
0.13 -6.86 91,1+95 L0g1o [compound 251 (M)
0.045 -7.34 100 £ 9,49 ICs0=1,22 £ 0,07
R2=10,980
Composto 26
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
y Loa M Crescimento 100 @
0
HM] J (médiaxSD) £ 754
2
11 -4.95 0,27 £ 0,06 E 50
3.66 -5.43 0,54 +0,16 = L .
1.22 -5.91 6,05 £ 0,39 o
0.40 638  2101+23 8 7 6 5 4
0.13 6.86  4426+41 Ho9w feompound 26T ()
0.045 -7.34 97,19+ 3,6 ICs0=0,12 £ 0,01
R2=0,997
Composto 27
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ] 1001
[M] Lod M Crescimento
0
H J (média+SD) =
2
11 -4.95 1,3+0,8 ° 501
3.66 -5.43 84,91+9,9 S
1.22 -5.91 100+ 3,3 0-
0.40 -6.38 100+3,4 3 o 5 M
0.13 -6.86 100 £ 5.7 Log,o[compound 27] (M)
0.045 -7.34 100 £ 3,2 1Cs0=1,55+ 0,05

R?=10,999
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Composto 28

% Inibicéo
Concentragdo Concentragio _ 100+
[UM] Loa M Crescimento
0 754
H ’ (média+SD) §
o
11 -4.95 8,61+513 5 &7
3.66 543 937+037 | 2
1.22 -5.91 9,3+0,38 01
-8 7 - -5
0.40 -6.38 12,6 +6,5 Log,, [compound 28] (M)
0.13 -6.86 92,49 + 9,63
0.045 -7.34 100+7,1 ICs0=0,24 £ 0,04
R2=0,998
Composto 29
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
Crescimento 1004 @
[UM] Log M -
(média+SD) R $
11 -4.95 0,6 0,15 : ]
3.66 -5.43 0,06 £ 0,05 S .
1.22 -5.91 2,7+0,2 o
0.40 -6.38  3513+124 & _'7 . 5
0.13 -6.86  77,44+378 Ho8u [eompound 291 (W)
0.045 -7.34 82,43+ 44 ICs0=0,39 £ 0,01
R2=0,997
Composto 30
_ % Inibicdo
Concentracdo ZConcentracdo ] 1004
(M] Lod M Crescimento
0
H J (médiaxSD) ‘;: 757
11 -4.95  079+0,17 S s
3.66 543  507+0,12 T 25
1.22 -5.91 0,8 +0,24 01 ®
0.40 -6.38 32,21+6,6 * 7 ° °
Log,o[Compound 30] (M)
0.13 -6.86 58,47 £ 6,3
0.045 -7.34 90+1,48 ICs0=0,18 £ 0,05

R?=0,981




252

Composto 31

Concentracdo Concentracdo

% Inibicéo

Crescimento

100 A

M Log M
M] : (médiaSD) | - 757
2
11 -4.95 0,06 £ 0,29 © 501
3.66 -5.43 0,75+ 0,22 S s
1.22 -5.91 0,32+0,41 o
0.40 -6.38 0,48 0,22 5 5 .
0.13 -6.86 0,66 + 0,36 Logio feompound 31} (M)
0.045 -7.34 91,46 + 8,33 ICs0=0,069 + 0,012
R2=10,997
Composto 32
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ] 1001
[UM] Lo M Crescimento
0 i
H J (média+SD) = ®
2
11 -4.95 0,02+0,2 2 501
3.66 -5.43 0,58 £ 0,29 S
1.22 -5.91 7,29+1,18 o
0.40 -6.38 38,22 +£2,12 ] ~ 6
0.13 -6.86 78,95+ 58 Logyo [compound 32] (M)
0.045 -7.34 92,68 + 1,15 ICs0=0,31+0,03
R2=10,995
Composto 33
% Inibicéo
Concentracdo ZConcentracdo ] )
(M) Loa M Crescimento 1007
0
H J (médiaxSD) o 757
11 -4.95 0,55 + 0,25 5 504
3.66 -5.43 0,7+0,12 g e
1.22 -5.91 5,02+0,2 o-
0.40 -6.38 7497 +7,06 8 7 o 5
Log,,[compound 33] (M)
0.13 -6.86 100+2,9
0.045 -7.34 100+ 1,6 ICs0=0,54 £ 0,05

R?=0,997
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Composto 34

% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
[UM] Loa M Crescimento 1001
M 0g -
(médiaxSD) = 751
2
11 -4.95 0,08 £0,19 S o
3.66 -5.43 0,19+ 0,16 ® 25
1.22 -5.91 0,42+0,3 o
0.40 -6.38 0,65+ 0,2 5 .
0.13 -6.86  47,34+18 Logso[compound 341(M)
0.045 -7.34 96,36 £ 2,9 ICs0= 0,06 + 0,001
0.006 -8.16 96,13 + 1,29 R2=0,999
Composto 35
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ] 100 1
[UM] Lo M Crescimento
0
H J (médiaxSD) = "]
2
11 -4.95 0,7+0,1 © 501
3.66 -5.43 0,07 +0,07 = s
1.22 -5.91 0,18 +0,2 0 ®
0.40 -6.38 04%02 8 M 5
Logyol d 35] (M)
0.13 -6.86  456+6,69 °f 10 eOmPOnn
0.045 -7.34 83,64 £ 4,7 ICs0= 0,131 £ 0,017
R2=0,997
Composto 36
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo ]
(M) Loa M Crescimento 1004
0
H J (médiaxSD) R
5 530  057£035 | & |
1.66 -5.77 12,31+1,6 &
251 [ ] °
0.55 -6.25 17,77 £ 1,05 o °
0.18 673 2363+13 ° o s s
Log,o[compound 36] (M)
0.061 -7.2 31,26 +3
0.020 -7.68 90 +2 ICs0= 0,038 £ 0,00078

R?=10,968
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Composto 37
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ] 1001
[UM] Loa M Crescimento
0 .
H : (médiaxSD) | = "°
2
11 -4.95 0,2 £0,06 S, 501
3.66 -5.43 0,16 + 0,06 ¥ 26
1.22 -5.91 0,4 £0,02 oA
0.40 -6.38 27,45+34 - M . 5
0.13 -6.86  70,6+828 Logie [eompound 371 (M)
0.045 -7.34 91,36 + 2,04 ICs0=0,22 £ 0,02
R2=0,991
Composto 38
_ % Inibigéo
Concentracdo Concentracao ]
[UM] Lod M Crescimento 1001 ®
0
H J (médiatSD) . 757 i
11 -4.95 0,3+0,19 S so-
3.66 -5.43 0,08+0,2 S
1.22 -5.91 0,18 £ 0,27 0
0.40 -6.38 0,42+1,3 8 7 -6 5
Log,o[compound 38] (M)
0.13 -6.86 69,18 £ 7
0.045 -7.34 80%6,5 ICs0=0,17 + 0,009
R2=0,991
Composto 39
% Inibicéo
Concentracdo Concentracao ]
[M] Loa M Crescimento 100 @
0
H J (médiazSD) = 754
2
11 -4.95 0,57 £0,35 ° -
3.66 -5.43 12,31+1,6 8 -
1.22 -5.91 17,77 £ 1,05 o
0.40 -6.38 23,63+1,3 8 > . - 4
0.13 -6.86 31,26 3 Log o [compound 39] (M)
0.045 -7.34 90+2 ICs0= 0,444 + 0,003

R?=10,998
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Composto 40
% Inibicéo
Concentracdo Concentracdo . 1001
[UM] Loa M Crescimento
0 < i
H ’ (médiatsD) 7 °
0.5 -6.301 0,22+£0,11 > 507
0.16 -6.77 025+011 251
0.05 -7.25 8,3+0,94 0
0.018 -7.73 88,63 £ 2,07 -10 -9 8 7 -6 -5
Log,o[Compound 40] (M)
0.0061 -8.20 89,644 + 0,07
0.00 -8.68 89,63+ 1,8

1Cs0 = 0,033 £ 0,00032
R?=10,999
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ANEXO 9 - VALORES DOS DESCRITORES CALCULADOS PARA OS
COMPOSTOS 5-NITRO-2-FURFURILIDENICOS

Descritores:

EHOMO: energia de o orbital de fronteira HOMO; ELUMO: energia do orbital de
fronteira LUMO; GAP: diferenca entre HOMO e LUMO; W (X, Y, z e TOT): momento
dipolo elétrico, CHELPG: carga de potencial eletrostatico para os atomos dos
grupamentos 5-nitro e ligagdo N-acilidrazina; D ( 1,2,3 e 4): distancia entre a&tomos (A)
dos grupamentos 5-nitro e ligacdo N-acilhidrazina; A (1,2,3,4) angulos de torsdo das
diedrais dos atomos dos grupamentos 5-nitro e ligacdo N-acilhidrazina; ClogP:
coeficiente de particdo calculado pelo método de pesos do Marvin (ChemAxon); ClogD
(2,7,10): coeficiente de particdo calculado aparente em faixas de pH diferentes; Platt:
indice que descreve a soma dos graus de contorno de superficie; Randic: indice que
descreve a soma harmonica das médias geométricas dos vértices; Balaban: indice que
descreve a soma das distancias médias; Harary: indice que descreve a soma das metades
dos elementos diagonais externos da matriz de distancia molecular reciproca; Hyper
Wiener: variacdo do indice de Wiener; Szeged: indice que estende o de Wiener para
diagramas ciclicos, contando pela soma da contagem do nimero de &tomos em ambos 0s
lados de cada ligacdo; Wiener: indice que descreve a soma da distancia entre atomos;
Polarity Wiener: indice que descreve o numero de 3 distancias de ligacdo na molécula;
Cyclomatic number: menor nimero de ligagdes que deve ser removido para que ndo haja
atomos conectados restante; fsp3: nimero de carbonos sp3 hibridizados divididos pelo
nimero total de carbonos em uma molécula; Aliphatic atom count: n® de atomos
alifaticos; Aliphatic bond count: n° de ligacGes; Aromatic atom count: n° de atomos
aromaticos; Aromatic bond count: n° de ligagcdes aromaticas; Bond count: n° de ligacdes;
Chain atom count: n° de atomos em cadeia; Chain bond count: n° de ligagdes em cadeia;
Chiral center count: n°® de centros quirais; Ring atom count: n° de anéis; Ring bond count:
n® de ligacBes em anéis; Rotatable bond count: n° de ligacOes rotaveis; Aliphatic ring
count: n° de aneis alifaticos; Aromatic ring count: n° de anéis aromaticos; Carbo ring
count: n® de anéis que contenham somente carbono em uma molécula; Carboaliphatic
ring count: n° de anéis alifaticos que contenham somente carbonos; Carboaromatic ring
count: n° de anéis aromaticos que contenham somente carbonos; Fused aromatic ring

count: n° de anéis aromaticos com ligaces em comum com outros aneis; Fused ring
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count: n° de anéis fundidos em uma molécula; Hetero ring count: n° de anéis com hetero
atomos em uma molécula; Heteroaromatic ring count: n° de anéis aromaticos
heterociclicos; Largest ring size: tamanho do maior anel em uma molécula; Largest ring
system size: Numero de anéis no maior sistema de anéis em uma molécula; Ring count:
n° de anéis em uma molécula; Ring system count: n° de sistema de anéis em uma
molécula; avdW: superficie de Van der Waals de uma molécula (A2); VvdW: volume de
Van der Waals de uma molécula e substituinte (A2); ASAR: Superficie de Van der Waals
do substituinte (A2); ASA: superficie de acessibilidade ao solvente; ASA+: superficie de
acessibilidade ao solvente de todos os 4tomos com carga parcial positiva (A2); ASA-:
superficie de acessibilidade ao solvente de todos os a&tomos com carga parcial negativa
(A2); ASAH: superficie de acessibilidade ao solvente de todos os atomos hidrofobicos
(A2); ASAP: superficie de acessibilidade ao solvente de todos os atomos polares (A2);
PSA: area de superficie polar; MR: refratividade molar (10%[m3/mol); Pi-energy: energia
n do anel aromatico pelo método orbital molecular de Huckel; Dreiding: energia das
estruturas 3D usando o campo de forca Dreiding (kcal/mol); MW: peso molecular
(g/mol); Atom Number: n° de &tomos; Donor count: soma dos atomos em uma molécula
que tem capacidade doadora de hidrogénio; Donor sites: soma dos &tomos de hidrogénio
conectados com atomos doadores de ligacdo de hidrogénio; Acceptor count: n° de atomos
aceptores de ligacdo de hidrogénio; Acceptor sites: soma de pares de elétrons nos atomos
aceptores de ligacdes de hidrogénios; NMR de H e 13C: dados de deslocamento quimico
(ppm) de ressonancias magnéticas nuclear de hidrogénio (*H — 300 MHz, DMSO-ds ) €
carbono (33C — 75 MHz, DMSO-ds ),
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Y Balaba Hyper Wiener  Cyclomati

Szeged  Wiener

Compostos (p'IvCI)SO Platt Randic n Harary wiener polarity o

NF 5,22 90 13,43 1,59 61,58 3968 1244 981 25 2

1 6,09 64 9,46 2,1 35,91 1116 397 356 14 1
2 6,22 66 10,02 2,06 43,14 1904 588 537 17 1
3 5,82 112 14,16 2,01 50,35 3149 843 782 19 1
4 5,93 78 11,19 2,06 43,14 1904 588 537 17 1
5 5,25 78 11,56 15 52,87 2702 817 725 20 2
6 6,13 112 13,71 15 52,87 2702 817 725 20 2
7 5,56 102 13,69 2,12 51,83 2799 800 739 19 1
8 5,34 88 12,89 1,43 57,13 3271 1055 845 23 2
9 5,86 78 11,56 15 52,87 2702 817 725 20 2
10 6,18 124 14,96 1,43 57,13 3271 1055 845 23 2
11 6,08 100 14,11 1,61 61,81 3847 1218 968 25 2
12 5,75 100 14,14 1,54 60,71 4171 1231 1007 23 2
13 4,99 100 14,11 1,59 61,58 3968 1244 981 25 2
15 5,34 82 11,95 1,45 57,63 3160 930 831 23 2
16 5,24 90 13,43 1,51 65,8 4821 1453 1137 27 2
17 4,96 112 15,36 1,51 65,8 4821 1453 1137 27 2
18 5,78 102 14,58 1,51 65,8 4821 1453 1137 27 2
19 5,75 88 12,89 1,59 61,58 3968 1244 981 25 2
20 5,57 148 18,21 1,83 61,36 6184 1363 1287 22 1
21 4,79 124 16,61 1,46 70,52 5677 1664 1295 29 2
22 6,18 124 16,61 1,44 69,92 5851 1683 1314 28 2
23 5,60 118 16,23 1,46 70,52 5677 1664 1295 29 2
24 5,80 114 15,83 1,44 69,92 5851 1683 1314 28 2
25 4,80 94 13,81 15 71,11 5288 1586 1256 29 2
26 5,96 112 15,72 1,29 77,21 6129 2021 1411 32 3
27 6,42 136 17,86 1,56 73,99 7080 1935 1513 29 2
28 6,45 136 17,86 1,62 75,75 6536 1877 1455 31 2
29 6,31 126 17,08 1,56 73,99 7080 1935 1513 29 2
30 5,45 116 16,26 1,66 75,91 6157 1819 1419 32 2
32 5,89 100 14,11 1,68 76,5 6013 1773 1403 31 2
33 5,77 142 18,77 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 2
34 5,44 138 18,33 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 2
35 6,05 124 17,54 1,15 85,5 8985 2585 1859 34 3
36 5,45 126 18,02 1,39 91,68 8819 2548 1942 35 3
37 5,78 184 21,21 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 2
38 5,80 148 19,11 1,48 78,04 8531 2210 1735 30 2
39 6,45 172 21,61 151 86,12 12196 2833 2252 32 2

40 6,69 174 22,08 1,44 90,17 14461 3183 2549 33 2
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Compostos Aliphatic  Aliphatic /'Aromat t?(ina Bond Chain  Chain  Chiral Ring Ring
atom bond ic atom bond count atom bond center atom bond
NF 9 10 11 11 30 9 10 0 11 11
1 9 9 5 5 21 9 9 0 5 5
2 11 11 5 5 22 11 11 0 5 5
3 13 13 5 5 33 13 13 0 5 5
4 11 11 5 5 25 11 11 0 5 5
5 8 9 10 10 26 8 9 0 10 10
6 13 14 5 5 32 8 9 0 10 10
7 13 13 5 5 31 13 13 0 5 5
8 8 9 11 11 29 8 9 0 11 11
9 8 9 10 10 26 8 9 0 10 10
10 14 15 5 5 35 8 9 0 11 11
11 9 10 11 11 32 9 10 0 11 11
12 9 10 11 11 32 9 10 0 11 11
13 9 10 11 11 32 9 10 0 11 11
15 9 10 10 10 27 10 0 10 10
16 10 11 11 11 30 10 11 0 11 11
17 10 11 11 11 35 10 11 0 11 11
18 10 11 11 11 33 10 11 0 11 11
19 9 10 11 11 29 9 10 0 11 11
20 16 16 5 5 42 16 16 0 5 5
21 11 12 11 11 38 11 12 0 11 11
22 11 12 11 11 38 11 12 0 11 11
23 11 12 11 11 37 11 12 0 11 11
24 11 12 11 11 36 11 12 0 11 11
25 11 12 11 11 31 11 12 0 11 11
26 8 9 15 16 36 8 9 0 15 16
27 12 13 11 11 41 12 13 0 11 11
28 12 13 11 11 41 12 13 0 11 11
29 12 13 11 11 39 12 13 0 11 11
30 12 13 11 11 37 12 13 0 11 11
32 12 13 11 11 32 12 13 0 11 11
33 13 14 11 11 43 13 14 0 11 11
34 13 14 11 11 42 13 14 0 11 11
35 8 10 17 17 40 8 10 0 17 17
36 9 11 17 17 41 9 11 0 17 17
37 19 20 5 5 50 13 14 2 11 11
38 13 14 11 11 44 13 14 0 11 11
39 15 16 11 11 50 15 16 0 11 11
40 16 17 11 11 51 16 17 11 11
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. Fused Heteroa Largest Largest ) Ring
Compostos C&'\I’bO Cal’-b0&.1|lp aromati thsed He'tero romatic ring system Ring system
ring hatic ring ¢ ring ring ring ring sive sive count count

NF 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2

1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1

2 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1

3 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1
4 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1

5 0 0 0 0 2 2 1 0 2 2

6 1 1 0 0 0 1 1 0 2 2

7 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1

8 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2

9 0 0 0 0 2 2 1 0 2 2
10 1 1 0 0 1 1 1 0 2 2
11 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
12 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
13 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
15 0 10 0 0 2 2 1 0 2 2
16 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
17 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
18 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
19 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
20 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1
21 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
22 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
23 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
24 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
25 1 0 1 0 1 1 6 0 2 2
26 2 0 2 2 1 1 2 0 3 2
27 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
28 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
29 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
30 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
32 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
33 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
34 1 0 1 0 1 1 1 0 2 2
35 2 0 2 0 1 1 1 0 3 3
36 2 0 2 0 1 1 1 0 3 3
37 1 1 0 0 1 13 1 2 2 2
38 1 0 1 0 1 13 1 0 2 2
39 1 0 1 0 1 15 1 0 2 2
40 1 0 1 0 1 16 1 2 2
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Compostos RMNC  RMNH8 R:ISN ASA  ASA+  ASA- ASAH  ASAP PSA avdw
NF 161,10 12,02 839 501,98 26687 23511 287,68 214,30 120,65 341,47
1 172,27 11,74 814 42143 25449 16693 240,65 180,78 100,42 258,17
2 170,30 12,14 814 44025 23452 20572 220,68 21957 12421 276,24
3 174,70 11,70 816 53368 33375 19993 372,02 16166 10042 380,70
4 153,10 11,53 798 48994 28537 20458 29897 190,97 109,65 303,55
5 154,20 12,23 799 47136 29135 18001 277,87 19349 113,56 303,32
6 177,60 11,71 819 47701 28432 19269 314,87 16214 10042 351,69
7 167,40 11,34 797 52295 307,64 21532 34740 17555 109,65 367,45
8 163,43 12,22 842 49410 26163 23248 32470 16940 10042 330,31
9 159,10 12,03 801 47586 27993 19593 299,95 17591 100,42 305,72
10 177,20 11,66 818 48692 29601 19091 32685 160,07 10042 379,46
11 163,60 12,18 841 53443 29490 23953 366,27 16816 100,42 362,92
12 172,60 11,97 822 52903 30465 22438 360,89 16814 10042 365,46
13 163,27 12,15 840 53341 291,34 24208 362,78 170,63 100,42 363,18
15 163,50 12,75 809 49513 24625 248,88 292,64 20248 126,20 325,93
16 162,10 12,40 841 504,44 260,07 24437 296,64 207,80 12421 347,51
17 163,40 12,15 841 56162 31892 24270 391,90 169,72 100,42 393,39
18 162,40 11,92 844 560,17 34723 21293 352,70 20747 109,65 378,11
19 162,32 12,30 843 511,11 24982 26129 341,68 16943 10042 346,89
20 174,70 11,69 816 62632 402,89 22343 462,60 163,72 100,42 472,79
21 163,40 12,16 843 57663 33699 23965 407,46 169,17 100,42 422,91
22 163,30 12,16 842 57587 33587 24000 406,17 169,70 100,42 42354
23 163,20 11,93 840 58158 37444 207,14 40565 17592 103,66 417,33
24 163,40 11,91 845 57733 35533 22200 39335 18398 109,65 408,92
25 161,30 12,50 875 53692 28870 24822 366,93 16998 146,24 371,11
26 163,50 12,20 849 551,19 30237 24882 382,62 16858 100,42 392,31
27 163,29 12,17 844 60668 35975 24693 43601 170,67 100,42 454,18
28 163,40 12,16 843 58822 346,10 24211 418,66 16956 100,42 457,58
29 161,70 12,07 8,67 60891 367,74 24116 42659 18231 109,65 439,04
30 162,90 12,06 842 60493 401,88 20305 38381 22113 11888 424,59
32 162,00 12,39 842 54437 257,08 287,28 273,70 270,67 10042 380,39
33 165,70 11,84 837 64056 39690 24366 436,87 20369 11245 473,79
34 162,80 12,09 841 65214 41120 240,93 471,78 471,78 109,65 470,05
35 170,50 12,08 847 59489 32509 269,81 42688 16802 100,42 434,18
36 169,50 12,14 830 627,68 37479 25289 44353 18415 109,65 454,45
37 177,30 11,67 817 62308 40690 21618 464,10 15898 10042 530,08
38 163,30 12,15 841 65833 39572 26261 488,83 16950 10042 484,70
39 163,30 12,15 842 69337 43147 261,89 523,90 16947 100,42 545,13

40 161,80 12,09 841 738,99 477,12 261,87 558,87 180,12 109,65 561,65
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Compostos vdwW MR Dreidin P Atom n° MM LopP logD2 logD7 logD10
g energy

NF 218,36 69,19 106,11 43,72 29,00 275,22 1,80 1,75 1,73 0,19

1 156,46 46,53 73,16 30,99 21,00 197,15 0,20 0,20 0,20 0,19
2 173,98 51,86 79,85 33,60 22,00 222,16 0,15 0,15 0,14 -1,03
3 224,81 64,96 85,80 30,99 33,00 253,26 2,23 2,23 2,23 2,23
4 182,17 52,91 78,95 3536 25,00 227,18 1,17 1,17 1,17 1,09
5 189,95 59,60 115,99 40,57 25,00 249,18 1,11 1,11 111 0,69
6 213,18 63,14 90,24 30,99 31,00 251,24 1,87 1,87 1,87 1,86
7 216,37 61,96 86,32 35,36 31,00 255,23 1,87 1,87 1,87 1,78
8 210,42 67,20 104,05 39,40 28,00 259,22 2,05 2,05 2,05 1,97
9 197,16 64,09 237,00 38,86 25,00 265,24 1,97 1,97 1,97 1,83
10 230,28 67,74 90,17 30,99 34,00 265,27 2,31 2,31 2,31 2,31
11 227,30 72,25 105,38 39,40 31,00 273,25 2,57 2,57 2,57 1,49
12 228,45 71,26 102,54 38,99 31,00 273,25 2,03 2,03 2,03 2,03
13 227,34 72,25 105,61 39,40 31,00 273,25 2,27 2,57 2,57 2,51
15 208,76 65,88 97,04 40,21 26,00 281,25 0,91 0,90 0,90 0,23
16 226,70 72,93 103,58 42,44 29,00 284,23 191 191 191 1,72
17 244,42 76,85 107,86 39,40 34,00 287,28 3,01 3,01 3,01 2,96
18 236,21 73,67 112,89 43,72 32,00 289,25 1,89 1,89 1,89 1,82
19 224,17 72,01 102,26 42,51 28,00 293,66 2,66 2,66 2,68 2,52
20 276,04 78,77 91,30 30,99 42,00 295,34 3,57 3,57 3,57 3,56
21 261,53 81,40 111,81 39,40 37,00 301,30 3,30 3,30 3,30 3,24
22 261,48 81,45 110,46 39,40 37,00 301,30 3,46 3,45 3,46 3,40
23 256,63 81,63 121,11 42,46 36,00 302,29 2,16 0,87 2,16 2,16
24 253,21 78,42 113,44 43,72 35,00 303,27 2,25 2,25 2,25 2,18
25 232,91 74,53 112,13 51,16 30,00 304,22 1,99 1,99 1,99 1,56
26 253,70 83,65 122,17 45,08 34,00 309,28 3,04 3,04 3,04 2,96
27 278,59 86,05 113,07 39,40 40,00 315,33 3,90 3,90 3,90 3,94
28 278,83 85,87 122,25 39,40 40,00 315,33 3,60 3,60 3,60 3,54
29 270,31 82,94 118,21 43,72 38,00 317,30 2,77 2,77 2,70 2,70
30 262,02 80,13 125,44 48,02 36,00 319,27 1,74 1,74 1,74 1,59
32 242,26 73,18 109,14 55,66 31,00 327,22 2,93 2,93 2,93 2,76
33 290,22 91,27 119,07 42,46 42,00 330,34 2,85 1,13 2,85 2,85
34 287,40 87,54 119,89 43,72 41,00 331,33 3,22 3,22 3,22 3,14
35 281,80 92,34 14355 47,79 38,00 335,32 3,70 3,70 3,70 3,60
36 290,88 93,45 134,36 51,85 39,00 351,32 3,55 3,55 3,55 3,46
37 315,76 90,63 106,96 30,99 49,00 335,40 4,38 4,38 4,38 4,37
38 295,63 90,65 114,84 39,40 43,00 329,36 4,34 4,34 4,34 4,29
39 329,80 99,65 120,62 39,40 49,00 357,41 5,23 5,23 5,23 5,18
40 338,60 101,34 12456 43,72 50,00 37341 4,55 4,55 4,55 4,48
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Compostos HOMO LUMO gap X y z Mtotal  vdwR ASAR CHclzflLlPG

NF -146,90 -67,13 -719,77  -6,79 7,31 -0,09 9,98 148,75 158,59 0,08

1 -151,92 -69,28 -82,63 -4,43 9,11 -0,01 10,13 46,01 63,36 0,05

2 -159,96 -76,31 -83,64 -0,51 -12,03 0,16 12,05 77,92 90,71 0,07

3 -151,09 -68,80 -82,28 3,17 -8,09 4,35 9,72 166,81 155,77 0,06
4 -151,26 -68,34 -82,92 3,75 7,96 0,66 8,82 90,83 99,97 0,06

5 -147,77 -68,76 -79,00  -7,54 -2,23 0,04 7,86 112,48 115,80 0,11

6 -150,37 -68,40 -81,97  -4,.80 8,82 -0,60 10,06 145,74 136,66 0,06

7 -150,60 -68,01 -82,58 -3,91 -7,91 -0,05 8,83 137,51 133,78 0,08

8 -148,67 -68,86 -79,81 -5,92 8,62 0,24 10,46 149,69 141,12 0,07

9 -148,28 -67,32 -80,95 -6,20 -8,63 -0,03 10,62 130,76 127,23 0,05
10 -150,01 -68,08 -81,93 4,89 8,75 -1,08 10,08 174,80 154,83 0,05
11 -147,73 -68,23 -79,50  -5,76 -8,52 0,60 10,30 175,47 161,40 0,08
12 -152,20 -70,70 -81,49 5,00 -2,56 -0,08 5,62 176,11 161,36 0,13
13 -147,46 -68,85 -78,60  -8,06 -2,03 -0,13 8,31 177,37 161,44 0,09
15 -156,78 -80,04 -76,73  -0,50 -7,24 1,25 7,37 142,81 137,99 0,07
16 -154,79 -78,26 -76,53  -0,56 -8,01 0,37 8,04 175,61 160,69 0,07
17 -147,36 -67,65 -79,70  -6,85 8,58 -0,21 10,98 204,03 181,19 0,09
18 -146,53 -66,71 -79,81 -7,07 -9,64 0,17 11,95 188,95 172,52 0,09
19 -150,57 -71,05 -79,52 -4,41 -8,35 -0,22 9,44 167,35 154,05 0,06
20 -150,81 -68,64 -82,17 4,57 2,26 8,78 10,15 253,59 221,13 0,07
21 -147,14 -67,24 -79,89 7,15 -8,37 -0,04 11,00 230,93 198,11 0,09
22 -147,29 -67,63 -79,66 7,08 -8,34 -1,18 11,01 23291 198,03 0,10
23 -134,41 -67,25 -67,15 7,17 -8,53 0,25 11,14 223,84 194,31 0,10
24 -147,99 -68,22 -79,77 6,38 8,78 1,16 10,92 215,34 189,03 0,08
25 -154,59 -79,81 7477 479 -3,76 -0,02 6,09 177,20 161,87 0,08
26 -146,41 -68,46 -77,95 7,24 8,28 -0,50 11,01 217,30 187,40 0,07
27 -147,34 -68,70 -78,63 -8,24 -1,23 -1,21 8,42 261,39 220,44 0,08
28 -147,22 -67,49 -79,72 -7,03 -8,46 -0,21 11,00 254,34 209,76 0,10
29 -146,03 -66,44 -79,59 8,21 9,19 -1,07 12,37 247,61 213,15 0,04
30 -144,26 -66,42 -77,84 6,15 -6,71 0,52 9,12 230,95 200,03 0,09
32 -153,33 -73,78 -79,54 -1,42 11,44 -0,20 11,53 190,04 170,40 0,10
33 -137,52 -62,45 -75,06 11,23 7,76 -0,70 1367 282,31 239,70 0,08
34 -146,15 -66,37 -79,77 7,60 7,25 -1,47 10,61 276,18 237,88 0,09
35 -144,73 -69,67 -7506  -8,32 -4,52 -0,29 9,47 271,08 225,40 0,08
36 -148,89 -70,23 -78,66 7,37 -1,25 0,33 7,48 287,49 239,59 0,08
37 -149,75 -67,80 -81,94 2,95 -9,15 -2,67 9,98 310,46 252,09 0,07
38 -146,90 -67,23 -79,67 7,69 -7,92 -1,83 11,19 290,69 246,46 0,07
39 -147,15 -67,44 -79,70  -515 -9,50 1,92 10,97 345,99 280,42 0,09
40 -147,78 -68,06 -79,72 6,43 -8,46 0,13 10,63 364,01 301,97 0,07
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Compostos CHELPGC8 CHELPGC6 CHELPGCl1 CHELPGO3 CHELPGN4 ) CHELPGN5 Al
2

NF 0,34 0,01 0,55 -0,55 -0,19 0,86 -0,24 177,49
1 0,34 0,02 0,64 -0,54 -0,16 0,87 -0,28 179,20
2 0,30 0,06 0,62 -0,51 -0,20 0,85 -0,28 178,35
3 0,33 0,04 0,58 -0,53 -0,17 0,86 -0,28 -177,74
4 0,30 0,08 0,86 -0,57 -0,20 0,86 -0,31 179,54
5 0,31 0,05 0,42 -0,53 -0,02 0,85 -0,34 177,94
6 0,37 -0,03 0,48 -0,53 -0,15 0,86 -0,24 -178,51
7 0,32 0,07 0,93 -0,61 -0,22 0,84 -0,31 -179,63
8 0,36 0,00 0,51 -0,52 -0,19 0,86 -0,23 -173,25
9 0,33 0,03 0,56 -0,55 -0,11 0,87 -0,28 179,80
10 0,38 -0,02 0,54 -0,53 -0,18 0,87 -0,25 177,69
11 0,35 0,00 0,55 -0,54 -0,19 0,85 -0,24 170,60
12 0,24 0,14 0,78 -0,56 -0,25 0,84 -0,35 -177,79
13 0,28 0,08 0,56 -0,53 -0,18 0,87 -0,31 176,24
15 0,33 0,04 0,55 -0,52 -0,06 0,86 -0,29 176,80
16 0,33 0,02 0,52 -0,52 -0,18 0,86 -0,24 179,52
17 0,35 0,00 0,53 -0,53 -0,17 0,85 -0,24 177,84
18 0,35 -0,01 0,58 -0,55 -0,20 0,85 -0,23 -179,44
19 0,37 -0,01 0,50 -0,52 -0,16 0,87 -0,24 -175,63
20 0,36 0,01 0,61 -0,55 -0,14 0,85 -0,29 178,58
21 0,35 -0,01 0,53 -0,54 -0,18 0,84 -0,23 -176,94
22 0,32 0,03 0,58 -0,54 -0,21 0,84 -0,25 -179,56
23 0,34 0,00 0,54 -0,53 -0,18 0,84 -0,24 -179,37
24 0,33 0,03 0,55 -0,53 -0,18 0,86 -0,25 178,30
25 0,26 0,12 0,54 -0,51 -0,19 0,87 -0,33 176,63
26 0,33 0,02 0,55 -0,53 -0,19 0,86 -0,25 -175,37
27 0,31 0,04 0,52 -0,52 -0,13 0,86 -0,31 -179,16
28 0,35 0,00 0,52 -0,53 -0,17 0,84 -0,24 -173,67
29 0,35 0,00 0,55 -0,54 -0,55 0,87 -0,24 180,00
30 0,33 0,02 0,65 -0,57 -0,23 0,85 -0,24 178,78
32 0,33 0,00 0,49 -0,51 -0,16 0,84 -0,24 -179,59
33 0,36 -0,01 0,54 -0,56 -0,17 0,85 -0,24 175,97
34 0,33 0,01 0,54 -0,54 -0,18 0,84 -0,23 175,91
35 0,26 0,19 0,55 -0,50 -0,16 0,88 -0,43 -38,05
36 0,28 0,07 0,54 -0,52 -0,15 0,87 -0,32 174,13
37 0,35 0,03 0,56 -0,54 -0,20 0,86 -0,26 -178,96
38 0,35 -0,01 0,50 -0,52 -0,16 0,85 -0,24 -175,21
39 0,33 0,01 0,53 -0,53 -0,17 0,85 -0,25 -174,05
40 0,37 -0,01 0,54 -0,53 -0,18 0,86 -0,25 176,00
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Compostoss A2 A3 A4 D1 D2 D3 D4
NF 178,74 -0,36 179,71 1,36 1,39 1,35 593
1 179,96 0,08 -179,88 1,52 1,38 1,35 6,02
2 -179,96 -0,12 179,96 1,52 1,38 1,35 6,04
3 178,48 -0,25 179,62 1,52 1,38 1,35 6,02
4 -179,00 012 -179,91 1,35 1,38 1,35 5,87
5 -178,39 0,09 -179,58 1,35 1,39 1,35 5,94
6 178,34 -0,11 179,81 1,52 1,38 1,35 6,02
7 179,60 0,02 179,90 1,35 1,38 1,35 5,87
8 -179,80 023 179,77 1,36 1,39 1,35 593
9 -177,19 028 -179,63 1,36 1,39 1,35 593
10 -178,44 012 -179,69 1,53 1,38 135 6,03
11 176,38 -0,80 179,79 1,36 1,38 135 593
12 179,53 0,00 179,67 1,52 1,38 1,35 6,04
13 -179,32 -0,05 -179,75 1,36 1,39 1,35 5,95
15 178,40 -0,42 179,80 1,35 1,38 1,35 5,92
16 175,98 -0,36 179,76 1,36 1,39 1,35 593
17 176,99 -0,43 179,56 1,36 1,39 1,35 5,94
18 -175,35 0,66 -179,16 1,36 1,39 1,35 5,92
19 -176,86 0,50 -179,83 1,36 1,39 1,35 5,94
20 179,61 -0,27 179,61 1,52 1,38 1,35 6,03
21 -79,85 0,00 179,83 1,36 1,39 1,35 593
22 -180,00 0,00 180,00 1,36 1,39 1,35 5,94
23 176,70 052 179,31 1,36 1,39 1,35 593
24 174,49 -0,67 179,33 1,36 1,39 1,35 593
25 176,66 -0,51 179,50 1,36 1,39 1,35 5,95
26 -177,01 0,54 -179,77 1,36 1,39 1,35 593
27 177,69 -0,09 17971 1,36 1,39 1,35 5,95
28 -176,00 0,75 -179,73 1,36 1,39 1,35 593
29 176,41 -0,46 179,36 1,36 1,39 1,35 593
30 -178,08 017 -179,81 1,36 1,39 1,35 5,94
32 -177,06 033 -179,64 1,36 1,39 1,35 593
33 177,90 -0,21 -179,93 1,36 1,39 1,35 593
34 -175,52 0,61 -179,04 1,36 1,39 1,35 591
35 167,27 -2,09 179,29 1,36 1,39 1,35 5,63
36 179,20 -0,18 -179,88 1,36 1,39 1,35 5,94
37 -178,48 034 -179,74 1,53 1,38 1,35 6,04
38 -175,32 0,77 -179,30 1,36 1,39 1,35 593
39 -177,82 0,39 -179,97 1,36 1,39 1,35 593
40 177,32 -0,34 179,95 1,36 1,39 1,35 593
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GRAFICOS DE DISPERSAO DOS DESCRITORES
MOLECULARES CALCULADOS VERSUS ATIVIDADE BIOLOGICA (PICso)
FRENTE A FORMA PROMASTIGOTA DE L. (L.) INFANTUM
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ANEXO 11 -VALORES ABSOLUTOS DE COEFICIENTE DE CORRELACAO
DE PEARSON PARA O CONJUNTOTE L

Coeficiente Coeficiente
Descritores Pearson Descritores Pearson
L T L T
) Stereo double bond
Platt index 0,323 0,629 0,176 0,063
count
Randic index 0,275 0,627 Aliphatic ring count 0,138 0,211
Balaban index 0,089 0,302 Aromatic ring count 0,032 0,284
Harary index 0,118 0,512 Carbo ring count 0,176 0,063
Hyper wiener index 0,300 0,628 Carboaliphatic ring count 0,052 0,234
) Carboaromatic ring
Szeged index 0,235 0,596 0,075 0,045
count
) ) Fused aromatic ring
Wiener index 0,246 0,603 0,075 0,045
count
Wiener polarity 0,047 0,424 Fused ring count 0,205 0,052
Cyclomatic number 0,056 0,272 Hetero ring count 0,164 0,083
Heteroaromatic ring
fsp3 0,350 0,331 0,038 0,219
count
Donor count 0,129 0,251 Largest ring system size 0,075 0,045
Donor sites 0,129 0,251 Largest ring system size 0,075 0,045
Acceptor count 0,307 0,356 Ring count 0,056 0,272
Acceptor sites 0,231 0,255 Ring system count 0,087 0,276
Aliphatic atom
0,326 0,343 RMN C 0,198 0,080
count
Aliphatic bond
0,320 0,403 RMN H8 0,240 0,070
count
Aromatic atom
0,137 0,221 RMN H6 0,048 0,100
count
Aromatic bond
0,131 0,220 ASA 0,222 0,614
count
Atom count 0,290 0,629 ASA+ 0,259 0,554
Bond count 0,285 0,633 ASA- 0,004 0,376
Chain atom count 0,252 0,341 ASAH 0,284 0,711
Chain bond count 0,247 0,417 ASAP 0,253 0,499
Chiral center count 0,011 0,200 PSA 0,380 0,491
Ring atom count 0,059 0,287 avdw 0,277 0,622

Ring bond count 0,054 0,285 vdw 0,248 0,622
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) Coeficiente Pearson
Descritores

Descritores

Coeficiente Pearson

L T L T

Rotatable bond count 0,291 0,559 VdwR 0,240 0,072

Molar Refractivity (MR) 0,182 0,594 ASAR 0,219 0,633

Dreiding 0,032 0,291 Al 0,218 0,604

Pi energy 0,215 0,008 A2 0,063 0,252

N° Atoms 0,295 0,629 A3 0,057 0,147

MM 0,147 0,547 A4 0,093 0,041

LopP 0,279 0,700 D1 0,217 0,254

logD2 0,264 0,696 D2 0,138 0,125

logD7 0,267 0,703 D3 0,035 0,281

logD10 0,270 0,767 D4 0,043 0,153
HOMOkeal 0,041 0,199
LUMOKkcal 0,160 0,357
gap 0,149 0,144
X 0,075 0,165
y 0,051 0,091
7 0,086 0,152
Mtotal 0,378 0,183
CHELPG_C13 0,256 0,067
CHELPG_C10 0,239 0,054
CHELPG_C9 0,136 0,025
CHELPG_C8 0,028 0,075
CHELPG_O1 0,011 0,629
CHELPG 5N 0,199 0,002
CHELPG_N (-NO2) 0,019 0,020

CHELPG_NG6 0,073 0,037
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ANEXO 12 - SCRIPT UTILIZADO PARA CALCULO DO COEFICIENTE DE
TANIMOTO

### calcular coeficiente de Tanimoto a partir de arquivos .mol2 das moléculas usando
programa babel, criando arquivo .csv com as moléculas, atividades e similaridade. (

lembrar de aplicar equacéo para calcular SALI)

#!1/bin/bash

rm arestasok.csv

echo "Moléculal, Molécula2;Tipo,Tanimoto, atividadel, atividade2" > arestasok.cv
awk '{print $1}' $1 > colunamol

for i in "more colunamol

do

for j in “'more colunamol

do

linel="sed -n /${i}/= < $1°

line2="sed -n /${j}/= < $1°

if [ "$linel" -1t "$line2" ]

then

echo "${i}_${j}" > compare

tani=$(babel $i,mol2 $j,mol2 -ofpt | grep "Tanimoto from" | awk '{print $6}")
ativl="sed -n "${linel}p" $1 | awk ‘{print $2}"

ativ2="sed -n "${line2}p" $1 | awk {print $2}"

echo "$linel;$line2;Undirected;$tani;$ativl;$ativ2" >> arestaresutado.cvs

fi

done

done

perl -ni,bak -e "print unless /;;/" arestaresultado.csv




