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RESUMO

A tecnologia de high content screening (HCS) permite a triagem de uma grande
quantidade de moléculas dentro de um periodo relativamente curto de forma eficiente e
robusta. Sabendo que o Trypanosoma cruzi € promiscuo em relagéo a infecgao de células
hospedeiras de mamiferos para ensaios in vitro, praticamente qualquer célula nucleada
pode ser usada para triagem fenotipica. No entanto, a dindmica celular e as interagdes
parasito-hospedeiro podem desempenhar um papel importante nos resultados de triagem
e selecédo de compostos. Além disso, T. cruzi € uma espécie heterogénea subdividida em
seis grupos filogenéticos distintos que também podem apresentar variabilidade na
susceptibilidade aos diferentes compostos testados in vitro e in vivo. Um ensaio de HCS
para a forma intracelular de diferentes cepas de T. cruzi e em tipos de células hospedeiras
distintas foi desenvolvido e validado. Em seguida uma biblioteca contendo 1.604
compostos foi submetida ao processo de triagem no qual foi identificado e confirmado um
composto analogo a auraquina D, com atividade inédita anti-T. cruzi. Em relagdo ao
ensaio com diferentes cepas, a biblioteca Pathogen Box foi triada contra as cepas de T.
cruzi Sylvio X10/1, Y clH10 e CL Brener, apresentando um perfil distinto de atividade para
cada uma. Das 400 amostras testadas, os compostos MMV689028, MMV689029
MMV688958 e MMV688795 foram os unicos selecionados contra as trés cepas. Apesar
de conhecidas como agentes anti-kineoplastideos, o amplo espectro de agdo dessas
moléculas contra as cepas de T. cruzi nunca havia sido explorado. A fim de verificar o
efeito da célula hospedeira utilizada no ensaio de alto conteudo, e sua consequéncia na
selecéo de hits, 1.280 compostos foram testados contra amastigotas infectando células
das linhagens U20S, THP-1, VERO e L6. Observamos que existe uma sobreposigao
muito baixa de compostos selecionados quando células hospedeiras distintas sao
utilizadas em screening de compostos contra T. cruzi. Os ensaios confirmatorios
destacaram os compostos CB1954, FPL64176, AEG3482 e entecavir pela poténcia e
seletividade satisfatérias. Uma outra abordagem na qual empregamos a técnica de high
content screening foi o estudo de resisténcia de T. cruzi aos compostos azolicos e
inibidores de CYP51, proposto por muitos como um alvo validado para a quimioterapia
de doenga de Chagas. Um clone da cepa Y foi cultivado sob concentra¢des crescentes
de ravuconazol, até atingir estabilidade in vitro sob 500 nM. O clone resistente exibiu uma
taxa de infeccdo reduzida e um baixo numero de amastigotas intracelulares, quando
comparado ao clone parental, in vitro. O clone resistente também apresentou um
processo de epimastigogénese lento e diminuiu o tempo de duplicagdo de populacao de
epimastigota. Nos ensaios de atividade de farmacos, o ravuconazol foi pelo menos 1.000
vezes menos potente no clone resistente e o fendtipo foi mantido mesmo apds varias
semanas sem a pressao do composto e também apds submeter o parasita a um ciclo de
vida completo in vitro. O clone resistente ao ravuconazol também mostrou resisténcia
cruzada a outros inibidores azodlicos e nao azélicos da CYP51, mas ndo aos
nitroheterociclicos benznidazol e nifurtimox, que agem sob outro mecanismo de agéo.
Uma nova mutacao na TcCYP51 foi identificada no clone resistente. Espera-se que estes
resultados auxiliem no entendimento da resisténcia natural de algumas cepas de T. cruzi
aos inibidores de CYP51 e permita um maior entendimento do papel das isoformas de
CYP51 na biologia do parasita. Os resultados obtidos nesse estudo apontam para novas
perspectivas na descoberta e desenvolvimento de farmacos para doenga de Chagas.
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ABSTRACT

The high content screening (HCS) technology allows the evaluation of a large number of
molecules within a relatively short period of time in an efficient and robust manner. It is
well known that Trypanosoma cruzi is promiscuous in terms of mammalian cells infection
for in vitro assays, therefore, basically any nucleated cell can be used for phenotypic
screening against this parasite. However, cellular dynamics and the specific host-parasite
interactions may play important role in the screening results and in hit compound
selection. Besides, T. cruzi is a heterogeneous species subdivided into six distinct
phylogenetic groups which may present variable susceptibility to different compounds
tested both in vitro and in vivo. A HCS assay was developed and validated using the
intracellular stage of different T. cruzi strains and several host cell types. Next, a 1,604-
sample library was screened and an aurachin D analogue compound was identified and
confirmed with a previously undescribed anti-T. cruzi activity. Regarding the different
strains assay, the Pathogen Box library was screened against T. cruzi strains Sylvio
X10/1, Y clH10 e CL Brener, presenting a distinct activity profile for each infected cell
lineage. From the 400 samples tested, compounds MMV689028, MMV689029
MMV688958 e MMV688795 were the only hits selected against all three strains. Although
these molecules are known anti-kinetoplastid agents, the broad-spectrum profile against
different T. cruzi strains had not been explored yet. In order to evaluate the host cell type
in T. cruzi high content assays, and the implications with compound selection, 1,280
compounds were tested against T. cruzi amastigotes infecting four host cell lineages:
U20S, THP-1, VERO e L6. We observed a low overlap of selected compounds within
distinct host cells used in anti-T. cruzi compound screening. After confirmatory assays,
compounds CB1954, FPL64176, AEG3482 and entecavir stood out in terms of potency,
efficacy and selectivity. Another study in which we applied the high content assay
methodology was on T. cruzi drug-induced resistance against azoles and other CYP51
inhibitors, considered by many as a well-validated antichagasic chemotherapeutical
target. A'Y strain clone was cultivated under increasing ravuconazole concentrations until
reaching in vitro stability at 500 nM. The resistant clone exhibited a reduced infection ratio
profile and low number of intracellular amastigotes, when compared to susceptible
parental clone, in vitro. The resistant parasites also presented a slower epimastigogenesis
process and decreased the epimastigote doubling time. In drug activity assays,
ravuconazole was at least 1,000 times less potent against the resistant clone and this
phenotype was maintained after several weeks, even without drug pressure and also after
submitting the parasite into a complete in vitro life cycle. Ravuconazole resistant clones
also presented cross-resistance to other azole and non-azoles CYP51 inhibitors, but not
to nitroheterocyclic compounds benznidazole and nifurtimox, which act via different
mechanism of action. A novel TcCYP51 mutation was identified in the resistant parasites.
We hope these results will aid the understanding of natural-resistance occurrence in some
T. cruzi strains to CYP51 inhibitors, allowing also a better elucidation of the role of
TcCYP51 different isoforms in the parasite biology. The results obtained from this study
point towards new perspectives in Chagas disease drug discovery.
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1. INTRODUGAO
1.1.1 Kinetoplastideos

A classe Kinetoplastea (1) agrupa organismos protozoarios heterotréficos
flagelados, denominados kinetoplastideos, que apresentam uma tipica estrutura granular
rica em DNA extranuclear na mitocondria: o cinetoplasto (ou kinetoplasto). Atualmente a
classe é dividida em duas subclasses: Prokinetoplastina e Metakinetoplastina (2,3),
sendo que a ultima engloba a ordem Trypanosomatida, na qual agrupam-se espécies
estritamente parasitarias e causadoras de doengas severas em humanos, além de serem
responsaveis por grandes perdas econdémicas na agricultura e agropecuaria (4).

Entre as espécies da ordem Trypanosomatida com importancia médica, destacam-
se principalmente aquelas associadas com a doenga de Chagas, as leishmanioses e a
doencga do sono (HAT), sendo estas respectivamente causadas por Trypanosoma cruzi,
Leishmania spp. e Trypanosoma brucei (duas subespécies: T. b. rhodesiense e T. b.
gambiense) (5,6). Apesar dos esforgos para tratamento de pacientes e erradicagao dos
vetores, os kinetoplastideos ainda infectam aproximadamente 20 milhées de pessoas no
mundo (7,8).

1.1.2. Trypanosoma cruzi

11.2.1 Complexidade da espécie

T. cruzi, o agente causador da doenca de Chagas, foi identificado pelo médico
brasileiro Carlos Chagas em 1909 (9). T. cruzi & considerado uma espécie heterogénea
e geneticamente diversificada, classificando-se atualmente em seis linhagens genéticas
ou grupos, também conhecidas como unidades discretas de tipagem (DTUs): Tcl - TcVI
(10). Recentemente, um sétimo grupo filogenético TcBat foi proposto (11). O
agrupamento atual classifica as cepas de T. cruzi com maior proximidade genética entre

si, em comparagao com as demais, podendo



ser identificadas através de marcadores moleculares ou imunolégicos comuns (12). A
hipétese evolutiva mais aceita sugere que algumas das linhagens atuais originaram-se
de eventos de hibridizagdo entre organismos ancestrais (13,14).

Além da discreta divergéncia genética e bioquimica, os grupos parecem se
distribuir de maneira distinta sob aspectos epidemiolégicos e geograficos, ocorrendo
ainda a predominancia diferenciada nos ciclos selvatico e doméstico (figura 1): grupos
Tcl, Tcll, TeV e TcVI séo associados comumente ao ciclo doméstico enquanto Tclll e
TclV ao ciclo selvatico (15,16). Além disso, avaliagdes de tecidos e 6rgaos provenientes
de pacientes chagasicos sugerem uma correlagao entre o gendtipo da cepa infectante e
o desenvolvimento clinico da doenga (17). Cepas de T. cruzi pertencentes ao grupo Tcl
estdo relacionadas com infecgées humanas na regido andina, amazdnica, na América
Central e no México; sendo que as formas clinicas associadas a este grupo incluem a
cardiomiopatia e meningoencefalite (no caso de pacientes imunocomprometidos);
ademais, a identificagdo de um grupo divergente no Tcl, denominado Tclpom, €
responsavel por uma proporgao significativa de infecgdes humanas na regido norte da
Argentina, Colédmbia e Venezuela (18,19). As cepas pertencentes aos grupos Tcll, TcV e
TcVI causam a maioria das infecgdes humanas na regido do cone sul, sendo intimamente
relacionadas com mega-sindromes chagasicas; enquanto aquelas pertencentes aos
grupos Tclll e TclV estdo comumente associados ao ciclo selvatico da transmisséo,
ocasionalmente infectando seres humanos (20). Originalmente identificada em
morcegos, parasitas do grupo TcBat foram recentemente identificados em humanos (21).
Apesar das diferengcas mencionadas, todas as linhagens de T. cruzi sdo capazes de
infectar humanos e causar a doenga de Chagas (17, 16, 22).



Figura 1. Distribuicdo epidémico-geografica dos diferentes grupos filogenéticos (DTUs) que
classificam o T. cruzi. As localizagbes e predominancias nos ciclos doméstico (vermelho) ou selvatico
(azul) pelos diferentes grupos (Tcl — TcVI) nas regides endémicas estdo demonstrados. Adaptado de (20)

1.1.2.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida do T. cruzi € complexo e envolve tanto hospedeiros vertebrados
como invertebrados (figura 2). Durante o ciclo, o parasita sofre diferenciacdo, podendo
dividir-se em fases morfologicamente distintas: duas fases replicativas, o epimastigota
flagelado, encontrado no lumen do trato digestorio do vetor, e o amastigota, que se
multiplica no interior das células hospedeiras de mamiferos. Ambas as fases replicativas
eventualmente podem originar a forma infecciosa flagelada: o tripomastigota. Esta ultima
forma tripomastigota € transmitida pelo inseto vetor, sob a forma metaciclica,

perpetuando a infeccdo em mamiferos; ja o tripomastigota sanguineo — originado do



amastigota — rompe as célula hospedeiras para invadir outras células e tecidos,
espalhando assim a infecg&o (23).

P >~ 0
Estagio \ @Oh Estagio
Vetor ~ Hospedeiro

Figura 2. Ciclo de vida do T. cruzi.1. Inseto triatomineo infectado se alimenta do sangue de mamifero:
tripomastigotas metaciclicos sdo secretados pelas fezes e invadem o organismo hospedeiro pelo local da
picada ou via mucosa; 2. Tripomastigotas metaciclicos sao altamente infectivos e penetram em diversas
células proximas ao local da invaséo; 3. Uma vez dentro das células do tecido infectado, tripomastigotas
transformam-se em amastigotas, estagio replicativo no qual multiplicam-se por fissdo binaria; 4. Apos
alguns ciclos de divisdo, amastigotas transformam-se em tripomastigotas que rompem as células, uma vez
na corrente sanguinea os tripomastigotas podem invadir outras células (transformando-se novamente em
amastigotas) ou eventualmente sao ingeridos pelo inseto triatomineo (5.); 6. Tripomastigotas transformam-
se em epimastigotas no intestino médio do inseto vetor; 7. Epimastigotas multiplicam-se no intestino médio
do barbeiro; 8. Epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos na regido do reto do inseto,
completando o ciclo biolégico do T. cruzi Adaptado de CDC (disponivel em
https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).

1.2. Doenc¢a de Chagas
1.21 Transmissao e infecgao

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase humana
americana, € uma doenga tropical negligenciada causada pelo T. cruzi. A principal forma

de transmiss&o da doenga ocorre durante a alimentagao do inseto barbeiro (triatomineo



hematdéfago da familia Reduviidae/ ordem Hemiptera) pelo sangue de hospedeiros
vertebrados, secretando fezes que contém a forma infectante do parasita; este material
excretado € mecanicamente introduzido na ferida (ou outra abertura na pele/ mucosa)
uma vez que o hospedeiro coga o local irritado da picada (24). Existem ~140 espécies de
triatomineos catalogadas, no entanto apenas algumas sao vetores competentes para T.
cruzi. Entre as principais espécies vetores destacam-se Triatoma infestans, Triatoma
brasiliensis, e Panstrongylus megistus nos paises do cone sul; ja nos paises andinos e
em parte da América Central ocorrem as espécies Rhodnius prolixus e Triatoma
dimidiata; as espécies Triatoma dimidiata e Triatoma barberi estdo presentes na regido
do México (25). Diversas espécies de mamiferos representam um reservatorio natural de
T. cruzi, sendo que o ciclo zoono6tico € mantido entre animais silvestres, peri-domésticos
ou domésticos e insetos triatomineos, independente da presengca humana.
Ocasionalmente, mamiferos também s&o infectados através da ingestdo de alimentos e
liquidos contaminados com a forma infectante do parasita (26). Aléem da via vetorial, a
transmissao entre seres humanos também pode ocorrer por meio de transfusdo de
sangue, transplante de 6rgéos solidos, ou congenitamente (27-29); casos de infec¢des
acidentais em laboratorios e hospitais também ja foram amplamente reportados (30).
Recentemente a via de transmissao sexual foi proposta para a doenga de Chagas como
potencial rota de propagacéo pandémica (31).
Uma vez no organismo do hospedeiro, o T. cruzi € capaz de invadir, diferenciar-se e
multiplicar-se em virtualmente qualquer célula nucleada (32); no entanto, parece existir
um tropismo diferencial de algumas cepas de T. cruzi por células especificas, como
células musculares ou macrofagos (33-35). Tratando-se de um organismo intracelular
obrigatdrio, esta etapa de invasado das células de mamiferos é essencial para garantir a

proliferacao do parasita, que pode levar a evolugéo e propagagéo da doenga.

1.2.2 Aspectos clinicos

A doencga de Chagas pode ser dividida em duas fases tipicas: fase aguda e fase

crbnica. esta ultima podendo apresentar as formas clinicas ou ndo - forma indeterminada



- (36). Na maioria dos pacientes, a fase aguda é curta (4-8 semanas apods a infec¢ao),
caracterizada pela elevada parasitemia e os sintomas, se apresentados, sao brandos e
genéricos (febre, conjuntivite, lesdes na pele e edema local). Dependendo da forma de
inoculagao do parasita e de alguns fatores do hospedeiro, dois sinais caracteristicos da
doenca de Chagas podem se manifestar: o chagoma, uma lesdo inflamatdria que
circunda a regido da ruptura da pele por onde o parasita penetrou no hospedeiro; e o
sinal de Romana, que se caracteriza por um edema indolor na palpebra associado a uma
conjuntivite (Figura 3) (37).

Os sintomas da fase aguda desaparecem espontaneamente com a redugdo da
parasitemia - o que caracteriza a fase crénica da doenga de Chagas — (exceto em casos
de pacientes imunossuprimidos); a forma indeterminada ocorre em 70-80% dos
pacientes; estes individuos podem seguir assintomaticos pelo resto a vida, podendo
contribuir para a manutengao do ciclo de vida do parasita em regides endémicas, pois
como ainda estéo infectados, servem como reservatorios naturais do T. cruzi. Entretanto,
20-30% dos individuos infectados podem desenvolver a forma determinada,
caracterizada por complicagdes severas com a progressdo da doenga em sua fase
cronica: como o quadro de cardiomiopatia clinica progressiva, ou a forma digestiva da
doenca de Chagas, marcadas por um processo inflamatorio crébnico com alargamento
dos musculos cardiacos e dos tecidos do trato digestorio (figura 3), respectivamente (38).
A complexa etiologia patolégica da doengca de Chagas ainda ndo € completamente
compreendida, acredita-se que os danos teciduais podem ser mediados diretamente pela
atividade citopatica do T. cruzi combinada com danos indiretos causados pela resposta
imune ao parasita e pela exposigcado de antigenos durante a infecgéo (37,39).

Eventualmente pacientes apresentam ambas as formas cardiaca e digestiva da
doenca de Chagas (40). Além disso, quadros de imunodepressao podem reativar a
infeccdo naturalmente controlada do T. cruzi (41).



Figura 3. Manifestagdes clinicas das fases aguda e cronica da doenga de Chagas. A. Chagoma na
superficie dorsal da méo esquerda 21 dias apos inoculagao acidental com tripomastigotas; B. Crianga com
classico sinal de Romana; C. Manifestagéo cardiaca da fase cronica da doenga de Chagas: |. Superficie
superior do coragao chagasico dilatado mostrando placas fibrosas e alargamento dos vasos coronarios; Il.
Visé&o interior do corte cardiaco revela dilatagdo nas camaras direita e esquerda do coragao; D. Megacdlon
de paciente chagasico, porgéo distal do colon extremamente distendida. Figuras adaptadas de The imaging
of thopical diseases (disponivel em http://www.isradiology.org/tropical_deseases/tmcr/main.htm).

1.2.3 Epidemiologia geral

Estima-se que aproximadamente oito milhdes de pessoas estejam infectadas com
o T. cruzi em todo o mundo (figura 4), a maioria dos casos concentra-se na América
Latina onde > 10.000 mortes ocorrem anualmente, o que torna a doenga de Chagas uma
das parasitoses mais importantes na regiao (38).
Apesar de ser endémica em 21 paises latino-americanos, um recente aumento na
incidéncia da doenga de Chagas tem sido relatado em areas ndo endémicas, como
Europa, Japdo e Australia, majoritariamente devido a tendéncias de emigragao de
individuos infectados da América Latina (42,43). Iniciativas de cooperagéo internacional,



envolvendo o controle do vetor, triagem de bancos de sangue e campanhas de educagéao
sanitaria, obtiveram sucesso na reducdo substancial na incidéncia de novos casos de
doencga de Chagas na América Latina (44); ainda assim, as taxas de prevaléncia mais
elevadas foram reportadas na Bolivia (6,8%), Argentina (4,1%), El Salvador (3,4%),
Honduras (3,1%) e Paraguai (2,5%). Apesar da prevaléncia de ~1% no Brasil € no
México, esses paises juntamente com Argentina somam quase 60% de todas as
pessoas infectadas com T. cruzi na América Latina (37,45).

A estimativa de individuos infectados com T. cruzi no Brasil em 2013 erade 2 — 3
milhdes, dos quais 600.000 apresentavam complica¢des cardiacas e/ou gastrointestinais
(46). De acordo com um levantamento feito entre 1999 e 2007, a doenga de Chagas foi
responsavel por ~6.000 mortes anuais - o que representava 0,6% das mortes do pais;
um relatorio recente sugere, entretanto, que o numero de mortes € subestimado ja que
as estimativas ignoraram casos de soropositivos assintomaticos (47,48). Nos paises
endémicos da América Latina, a doenga de Chagas € a principal causa de doengas
cardiacas e de mortes associadas a complicagdes cardiovasculares (49).

Estimativa da populagdo global
infectada por Trypanosoma cruzi
[ Dados indisponiveis

[] <1.000

[7] 1.001 - 10.000

[ 10.001 - 100.000

[l 100.001 - 1.000.000

Il > 1.000.000

Figura 4. (pagina anterior) Distribuigdo global dos casos de infeccdo com T. cruzi baseado em
estimativas oficiais (2006 — 2010). Fonte: (50). Mapa gerado via https://mapchart.net.




1.2.4 Aspectos socioeconémicos

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a doenga de Chagas é
responsavel por uma perda de produtividade anual de US$ 1.2 bilhdes na América Latina,
sendo considerada a doenga parasitaria com maior impacto socioeconémico na regiao
(38). Em termos de anos perdidos ajustados por incapacidade (DALY), o valor anual
meédio de 0,51 DALY esta associado a um unico individuo infectado com T. cruzi.

O peso econdmico da doenga de Chagas equipara-se a ou supera o de doengas
de prevaléncia global como rotavirus e cancer cervical, levando em consideragdo os
impactos na economia e os custos gerais de tratamento (51). Historicamente a doenca
de Chagas é tipica de zonas rurais ou de mata, frequentemente associada a pobreza,
mas condigdes de higiene e habitagcdo e habitos de caga ou coleta silvestre; todavia, os
intensos processos de urbanizagao, globalizagédo e imigragao elevaram substancialmente
0S casos autoctones em areas ndo-endémicas (52, 53). Ainda sob a perspectiva social,
um estudo recente realizado na regido nordeste do Brasil revelou uma associagao direta
entre a maior prevaléncia de doenga de Chagas e taxas escolaridade mais reduzidas na
populacao (54).

1.3 Estratégias de combate a doenca de Chagas
1.3.1 Profilaxia e combate ao inseto vetor

A partir da década de 1990, diversas iniciativas foram criadas para eliminar os
insetos vetores da doenga de Chagas nas areas domésticas e peri-domésticas, dada que
a transmisséao vetorial ainda € a forma na qual a doenga de Chagas mais se dissemina
nas regides endémicas. A Iniciativa dos Paises do Cone Sul, langada oficialmente em
1991, envolveu a colaboragao internacional da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai
e Uruguai e focou na erradicagéo do principal inseto vetor regional, o Triatoma infestans,
além da adogédo de um processo mais rigoroso de triagem nos bancos de sangue. A
eliminacao dos triatomineos dos dominios domésticos foi feita principalmente através do
uso de inseticida em locais com potenciais infestagdes (55). Como resultado deste
programa de cooperagéao, as infestagcdes domiciliares foram eliminadas no Uruguai em
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1997, no Chile em 1999 e no Brasil em 2006. Posteriormente, campanhas semelhantes
foram adotadas por outros grupos de paises: em 1997 com a Iniciativa dos Paises
Andinos e a Iniciativa dos Paises Centro-americanos; ja em 2004 foi lancada a Iniciativa
Amazonica. Os programas da Iniciativa dos Paises do Cone Sul e Iniciativa dos Paises
Centro-americanos foram os que alcangaram resultados mais significativos na
interrupgédo da transmissao da doenca de Chagas; ademais, uma redugao de 40% no
numero de individuos sob risco de infecgéo foi reportada entre 2006 e 2010 na regido
dos Paises do Cone Sul e a redugéo de 99,8% na incidéncia da doenca de Chagas em
criangas de 7—14 anos foi constatada entre os anos de 1980 e 1999 no Brasil (56). Apesar
dos notaveis progressos destas campanhas, a abordagem realizada requer
monitoramento e tratamento continuo nas regides que abrigam o ciclo selvatico da

doenca e onde ainda ocorrem milhdes de individuos infectados com o T. cruzi (57).

1.3.2 Estratégia de vacinagao

Além das estratégias de controle de vetor, medidas educacionais, triagem de
bancos de sangue e quimioterapia, o desenvolvimento de uma vacina anti-chagasica teria
grande impacto sobre o controle da doenga. Diversos laboratorios vém tentando
desenvolver uma vacina contra a doenga de Chagas; atualmente existem duas propostas
distintas de vacinacdo: uma de carater profilatico, cuja intengcdo é prevenir a infecgao
aguda, e a segunda tem carater terapéutico e foca em individuos soropositivos na fase
indeterminada; se executadas em campanhas bem coordenadas, ambas as propostas
de vacinagdo (caso comprovadamente efetivas) exerceriam um grande impacto na
reducdo da proliferacdo da doenga (58,59). Uma estratégia alternativa propés combinar
os candidatos a vacina com o farmaco referéncia benznidazol a fim de reduzir a
concentragédo deste composto, abrandando assim seu efeito toxico (60)

Recentemente foram reportados 16 candidatos a vacinas anti-chagasicas em
desenvolvimento, sendo que a maior parte (cinco) baseia os antigenos em proteinas
recombinantes; ha também aquelas baseadas em vetores de Salmonella e adenovirus,
peptideos, parasita vivo atenuado (T. cruzi) e parasita vivo ndo-atenuado (7. rangeli). Das

16 vacinas em desenvolvimento, 12 estdo em fase de estudo pré-clinico em
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camundongos, cachorros ou primatas ndo-humanos; até o momento nenhum candidato
foi aprovado para testes em humanos (61). Além das questdes de seguranga e dos custos
de produgédo, outros desafios desta estratégia sdo: a obtengdo de uma vacina eficaz
contra os estagios extra e intracelulares do parasita, abrangendo as diferentes cepas de

T. cruzi.

1.4 Diagnéstico e tratamento para doenca de Chagas
1.4.1 Métodos diagnésticos

Na fase aguda da doencga de Chagas, exames parasitoldgicos convencionais sao
suficientes para diagnosticar a infeccdo com T. cruzi. Entretanto, a fase cronica da
doenca é caracterizada por parasitemia baixa ou intermitente, o que afeta a sensibilidade
de exames parasitoldgicos diretos (como xenodiagndstico ou hemocultura); metodologias
sorologicas devem ser empregadas para detectar antigenos especificos no sangue do
paciente em fase cronica. Aléem disso, os diferentes protocolos de preparo de antigenos
e a variabilidade das cepas circulantes devem ser levadas em consideragao (62).

Para um diagnostico mais preciso da doengca de Chagas, os governos e
organizagdes de saude recomendam que sejam executados, paralelamente, pelo menos
dois tipos de ensaios imunoldgicos distintos, um deles sendo o ensaio de imunoabsorgao
enzimatica (ELISA) e um segundo confirmatorio, podendo ser imunofluorescéncia indireta
ou hemaglutinacdo indireta (63,64). O ensaio de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
€ recomendado quando o teste soroldgico é inconclusivo. No Brasil, um individuo é
considerado positivo para infecgdo crénica da doenga de Chagas se anticorpos anti-
imunoglobulinas (IgG) de T. cruzi forem detectados utilizando dois testes sorologicos
distintos; sendo fortemente recomendado o uso de um teste com alta sensibilidade (com
antigeno total ou fragbes semi-purificadas do parasita) em combinagdo com outro teste
de alta especificidade (utilizando antigenos especificos de T. cruzi ou antigenos
recombinantes) (65). Ainda que sejam utilizadas ferramentas diagnosticas mais precisas
para detectar a presencga do parasita na fase cronica e no decorrer do tratamento, a cura
parasitoloégica como combate a doenca de Chagas ainda é intensivamente debatida pois



12

ha hipéteses de que o parasita tenha uma participacédo parcial no desenvolvimento dos

sintomas na fase crénica (66,67).

1.4.2 Quimioterapia antichagasica atual

Atualmente existem poucas opg¢des de medicamentos para a quimioterapia da
doenca de Chagas; os compostos benznidazole — BZL - (Rochagan/LAFEPE;
Abarax/ELEA) e nifurtimox — NFX - (LAMPIT/Bayer) s&o os dois unicos medicamentos
aprovados e disponiveis para o tratamento desta enfermidade. Ambos foram
empiricamente introduzidos na terapia clinica ha mais de quatro décadas e permanecem,
até a presente data, como a unica linha de tratamento disponivel. Estes compostos sao
nitroheterociclicos e atuam como pro-farmacos, sendo necessaria a redugéo dos grupos
funcionais nitro, mediada por enzimas nitrorredutases presente no parasita (68).
Enquanto a redugdo de BZL leva a formacdo do metabdlito citotéxico glioxal (69), a
reducao do NFX resulta na producao de nitrilas de cadeia aberta insaturada altamente
reativas (70). O estresse oxidativo era apontado como o principal mecanismo dos efeitos
anti-T. cruzi do NFX, cujas nitrilas reagiriam com oxigénio molecular, formando peréxido
e superoxido (71); entretanto foi demonstrado que a geragao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e ciclos redox n&o estavam presentes em concentragbes efetivas do
composto em T. cruzi, questionando, portanto, o mecanismo proposto (72). Ja em relagéao
ao BZL, foram constatadas modificagcdes proteicas, lipidicas e no DNA pelos radicais
livres intermediarios e metabdlitos nucleofilicos resultantes da biotransformacéo do
composto por enzimas do parasita (73,74).

Tanto BZL como NFX podem curar a doenca quando administradas durante a fase
aguda, entretanto as taxas de cura durante a fase crdnica parecem variar de acordo com
a dosagem administrada, periodo de tratamento, além do perfil e regido de origem dos
pacientes (75-79). Se administrados durante a fase aguda, as taxas de cura variam de
60-80% em criancas e adultos; a eficacia dos medicamentos diminui na medida que a
doenca avanga para fase crbnica, produzindo uma taxa de cura parasitologica de 8-70%.
BZL e NFX agem sobre a fase de amastigota intracelular e, em maior intensidade, contra
o tripomastigta circulante na corrente sanguinea (80,81). Um estudo clinico randomizado
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de fase IlI (BENEFIT — NCT00123916) demonstrou que o BZL n&o reduz
significativamente os sintomas da cardiomiopatia chagasica em paciente crénicos
sintomaticos, apesar da aparente redugédo da carga parasitaria (82); atualmente, para
mitigar os efeitos cardiomiopaticos da doenga de Chagas s&o utilizadas farmacos
cardiacos convencionais, como beta-bloqueadores, digitalicos, hidralazina, amiodarona,
anticoagulantes, entre outros (83). Em criangas menores de 15 anos, na fase cronica
recente da doenca de Chagas, as taxas de cura dos compostos nitroheterociclicos varia
de 30-60% (64,84).

Os regimes de tratamento estabelecidos para quimioterapia atual da doenca de
Chagas sao relativamente longos, com duracéo aproximada de 30-60 dias para BZL e de
60-90 dias para NFX. No Brasil, recomenda-se o tratamento anti-T. cruzi em todos os
casos agudos e congénitos da doenga de Chagas, em individuos menores de 18 anos
infectados e em casos de pacientes cronicos reativados. Se os pacientes de idade entre
19 e 50 anos néo apresentarem sintomas da doencga cardiaca avangada, o tratamento
também €& recomendado; ja para aqueles com mais de 50 anos, a quimioterapia
antichagasica fica a critério do médico responsavel. A comercializagdo do NFX foi
interrompida no Brasil e em outros paises sul-americanos, provavelmente devido a baixa
eficacia em algumas regiées endémicas — variagdo de susceptibilidade das diferentes
cepas - (64,80).

Adicionalmente, BZL e NFX apresentam limitagdes significativas que distanciam a
quimioterapia atual do tratamento ideal para a doengca de Chagas; as principais
desvantagens sdo a baixa tolerabilidade, alta incidéncia de efeitos colaterais toxicos, e
diversas contraindicagdes importantes; consequentemente existe uma baixa adeséo ao
tratamento pelos pacientes (85). Os efeitos colaterais mais comuns do tratamento com
nitroheterociclicos sao: dermatite, intolerancia digestiva, polineurite, depressao na
medula 0ssea e hepatite; tratamento com NFX também ja foi associado a disturbios no
sistema nervoso (86). Surpreendentemente, quanto menor a idade do individuo tratado,
menores sdo os efeitos adversos causados pelos medicamentos, ou seja, criangas e
recém-nascidos toleram mais o tratamento (87). Estudos clinicos focados na
farmacocinética do BZL em adultos e criangas concluiram que uma dosagem mais

reduzida de composto no tratamento da doenca de Chagas, em relagdo ao esquema de
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dosagem atual, ainda mantém a mesma eficacia clinica, podendo amenizar os efeitos
adversos do tratamento (88,89). A alta frequéncia e a intensidade dos efeitos colaterais
sdo responsaveis pela interrupcdo do tratamento em mais de 30% dos pacientes
chagasicos (90,91).

Portanto, a fim de se obter resultados satisfatorios com o tratamento etiolégico da
doenca de Chagas com os farmacos atualmente disponiveis, deve-se levar em
consideragao a dose dos medicamentos, a idade do paciente, a fase da doenca e a cepa
infectante. A tabela 1 resume as caracteristicas gerais dos compostos que compdem a

quimioterapia antichagasica atual.

Tabela 1. Farmacos atualmente disponiveis para tratamento etiolégico da doenga de Chagas e suas
caracteristicas.

Farmaco Benznidazol Nifurtimox
=9
ey o0 A A
NO, H \@/\N

Eficacia na fase 75-95% (92) 88-100% (80)
aguda
Eficacia na fase 8-9% (84) 7-8% (80)
cronica

Hipersensibilidade, edema,
Principais dores musculares, depressao Nausea, vémito, anorexia, perda de
efeitos colaterais da medula 6ssea e peso e efeitos neurolégicos™*
polineuropatia periférica*

Fonte: *(93); **(94). Estrutura quimica: adaptado de (71).

1.5. Triagem e desenvolvimento de novos farmacos para doenga de Chagas
1.5.1. Avancos recentes na busca por agentes antichagasicos

A quimioterapia atual para doenga de Chagas apresenta falhas terapéuticas - em
especial na fase crbnica -, efeitos adversos e contraindicagdes importantes, além de
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susceptibilidade variavel entre as diferentes cepas de T. cruzi; consequentemente, existe
uma necessidade urgente do desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das
fases aguda e cronica da doenga. No entanto, a doenga de Chagas é considerada uma
doenca tropical negligenciada pela OMS, tanto no ponto de vista de politica publica e
condicdo socioeconbmica da populacéo afetada, como também em relagao a pesquisa e
desenvolvimento, ao envolvimento da industria farmacéutica e aos interesses
académicos. Historicamente, a maior parte da pesquisa por novos farmacos e alvos
moleculares em T. cruzi tem sido timidamente realizada em laboratorios académicos de
pequena escala (95); entre as classes de compostos mais explorados estavam aquelas
inibidoras de vias e processos metabdlicos importantes para a fisiologia celular do T.
cruzi, como os processos envolvendo a biossintese do ergosterol, a cisteino-proteinase
(cruzipaina), a tripanotiona, sintese proteica ou de purinas, entre outros (96,56). Alguns
compostos que agem sobre estas vias foram farmacologicamente reposicionados e
entraram na fase clinica contra a doenga de Chagas entre os anos 1970 - 2005, tais como
alopurinol, cetoconazol (KTL), itraconazol (ITL) e fluconazol (FCL); esses farmacos, no
entanto, quando usadas em monoterapia, ndo obtiveram éxito no tratamento etioldgico
em humanos, (97-101). A quantidade de compostos com potencial antichagasico que
foram descobertos e seguiram no processo de desenvolvimento neste periodo é
relativamente baixa, considerando a urgéncia de um tratamento mais seguro e eficaz,
muito provavelmente devido a pobre de correlagdo entre os resultados obtidos in vitro
com os revelados na fase pré-clinica ou clinica, fruto de metodologias e técnicas pouco
sensiveis associadas ao conhecimento ainda insuficiente acerca do patogeno.

Na ultima década, programas governamentais, parcerias publico-privadas,
iniciativas ndo-governamentais e consorcios internacionais dirigiram grandes campanhas
de prospeccao de novos compostos contra doengas negligenciadas, inclusive a doenga
de Chagas; estas inciativas foram alavancadas pelo avango tecnoldgico e criagao de
novas ferramentas e metodologias mais robustas que permitiam a triagem de compostos
em larga escala. Entre as iniciativas e consorcios que mais se destacam, estdo o
programa de descoberta de farmacos para doengas negligenciadas e otimizagado de
compostos lead do Drugs for Neglected Diseases initiative (DND); o consércio Chagas

Drug Discovery do Instituto Nacional de Saude (NIH) dos EUA; e os consércios A-
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PARADISE, KINDRED, NMTrypl, PDE4NPD, associados ao Seventh Framework
Programme for Research and Technological Development (FP7) da Unido Europeia.
Todas as campanhas contaram com algum apoio e suporte financiamento de governos
ou organizagdes filantropicas, como DNDi, fundagao Bill & Melinda Gates, Médicos sem
Fronteiras, entre outros. Em relacéo a participacéo recente das industrias farmacéuticas,
a GlaxoSmithKline (GSK), Novartis, Eisai, Merck e Tres Cantos (Open Lab Foundation)
sdo algumas das empresas que desenvolveram projetos dedicados a descoberta e/ou ao
desenvolvimento de farmacos para doenca de Chagas (95,96). A figura 5 mostra um
panorama geral do cenario da quimioterapia e da descoberta de farmacos para doenca
de Chagas atualmente, um histérico do tratamento no passado e as perspectivas para
esta area.

Apesar dos avangos, nos ultimos anos, alguns poucos compostos destacaram-se
no pipeline de descoberta de farmacos antichagasicos, entre estes sobressairam os
compostos da classe triazdlica, tal como o ravuconazol — RVL - (E1224/ Eisai) e o
posaconazol — PSL — (Schering-plough), que inibem a biossintese de ergosterol do
parasita (102,103); a sec¢ao 1.6.3 abrange mais detalhadamente o desenvolvimento e uso
destes compostos contra doenga de Chagas.

Embora os compostos nitroheterociclicos apresentem uma série de desvantagens
terapéuticas na quimioterapia antichagasica atual (seg¢ao 1.4.2), o interesse nesta classe
ressurgiu com recentes avangos de compostos em outras tripanossomiases, como o uso
do composto notroimidazol fexinidazol, que tem elevado potencial terapéutico contra
leishmaniose visceral e esta em fase clinica para HAT (104,105). O fexinidazol
apresentou boa atividade contra T. cruzi in vitro e in vivo, inclusive contra cepas
resistentes ou parcialmente resistentes ao BZL (106); porém, durante estudos clinicos de
fase Il (NCT02498782) limitacoes associadas com tolerabilidade em concentragdes mais
elevadas impediram a continuidade dos testes na Bolivia. Contudo, o composto mostrou-
se seguro quando administrado sob baixas e efetivas concentragbes, portanto um
segundo estudo clinico de prova de conceito (PoC) foi redesenhado com inicio de
recrutamento iniciado em 2017, na Espanha (107). Na mesma linha de nitro compostos,
uma seérie de nitro-triazolicos obteve alguns présperos resultados, tanto in vitro como in

vivo contra T. cruzi (108). Os avangos pre-clinicos do composto nitroimidazooxazina VL-
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2098 contra leishmaniose visceral favoreceram a investigagado desta série contra T. cruzi,
rendendo a descoberta de diversos compostos nitroimidazélicos com potencial atividade
antichagasica (109,110). Uma possivel limitacdo do desenvolvimento de novos
compostos nitroheterociclicos esta associada aos relatos de resisténcia natural e
adquirida de T. cruzi a esta classe de compostos (secéo 1.7), o que comprometeria o
emprego de novos farmacos que atuam neste mesmo mecanismo de agao.

Uma outra classe de destaque sao os inibidores irreversiveis da cruzipaina, como
o composto vinilsulfona K-777 e seu analogo WRR-483, que obtiveram resultados
preliminares promissores em testes in vitro e em modelos animais (111,112) mas também
tiveram o desenvolvimento descontinuado devido a questdes de tolerabilidade em baixas
doses detectadas em cachorros e primatas ndo-humanos (113). O uso de inibidores
reversiveis pode atenuar os efeitos adversos destes inibidores da cruzipaina; estudos
realgam os compostos que utilizam o grupo nitrila como porgéao eletrofilica para formagéao
de ligagao covalente com a protease - chamados grupos warheads - (114-116). Durante
os testes fenotipicos dos inibidores de cruzipaina, alguns compostos foram encontrados
com potencial tripanocida, afetando outros alvos no parasita, porém sem atividade
associada a cruzipaina; entre eles estdo um analogo do K-777 e o TZH9 que parecem
inibir a biossintese de ergosterol (101,117,118).

O reposicionamento ou reutilizagdo de farmacos (ou de compostos /leads) vem
ganhando interesse na busca de novas terapias para diversas doengas, inclusive para
doenca de Chagas. Este processo consta na nova utilizagdo, em uma determinada
doencga, de um farmaco ja aprovado clinicamente para o uso em outra doenga. As
principais vantagens desta abordagem s&o o pré-estabelecimento e otimizagao dos perfis
farmacocinético de seguranga em humanos, o que acelera consideravelmente o tempo
de desenvolvimento da farmaco e, consequentemente, reduz os custos totais do
processo (119-121). Com o avango da tecnologia de triagem de compostos em alta
vazédo, diversas bibliotecas foram disponibilizadas contendo farmacos ja aprovados
clinicamente (ou em fase avangada de desenvolvimento) para serem testadas contra
modelos de doengas distintas, inclusive a doenga de Chagas. Diversas classes de
farmacos foram encontradas com atividade promissora contra T. cruzi, que eram

utilizadas em uma variedade de doengas, agindo sobre diferentes alvos terapéuticos. As
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principais classes de farmacos encontradas nos anos mais recentes foram as
histaminicas — azelastina e clemastina -, as relacionadas a sistema nervoso (ifenprodil,
ziprasidona, mebeverina, paroxetina), as bloqueadoras de canal de calcio (benidipina e
amlodipina), antimalarica (pironaridina), anti-helmintica (triclabendazol),
hipocolesterolémico (clofibrato), antileprosa (clofazimina) e até um farmaco utilizado para
tratamento de disfungdo erétil (tadalafila) (120,122-125). Apesar das vantagens
supracitadas, existem algumas limita¢cdes desta abordagem, tais como efeitos adversos
que podem surgir da otimizagao original do farmaco (que era focado em outra doenga);
além disso o fato de nio existir um desenvolvimento especifico direcionado para a nova
doenca pode distanciar o composto do perfil ideal estabelecido para essa doencga/alvo
(121).

A combinacao de compostos também tem se mostrado uma estratégia propicia no
desenvolvimento de farmacos contra T. cruzi. Quando dois ou mais compostos agem
sobre alvos distintos no parasita (ou na célula hospedeira), a probabilidade do surgimento
de resisténcia € reduzida, além disso, as doses utilizadas dos compostos combinados
podem ser diminuidas, mitigando assim os efeitos colaterais indesejados (101). A
abordagem é ainda mais conveniente quando s&o realizadas a combinagdes de farmacos
ja aprovados, o que pode encurtar etapas do desenvolvimento, chegando mais
rapidamente nos estudos clinicos, como no caso do tratamento com o composto
referéncia BZL combinada com inibidores da biossintese de ergosterol. Um estudo clinico
de fase Il avaliou a associagdo do BZL com posaconazol (STOPCHAGAS -
NCT01377480), constatou-se que o BZL & mais eficaz do que o posaconazol e que nao
houve vantagem terapéutica na combinagdo de farmacos quando comparada com o
tratamento do BZL sozinho (126). Um estudo de fase | (DNDi-CH-E1224-002) foi
realizado na Argentina para analisar os parametros farmacocinéticos do BZL e do
ravuconazol (na forma de pré-farmaco fosravuconazol, E1224) separadamente e em
combinagdo; os resultaram apontaram a combinagdo como sendo segura para o
tratamento. Outro teste clinico de fase Il (NCT01489228) foi realizado onde foram
comparados o tratamento com BZL com cinco regimes distintos de doses de ravuconazol
(E1224) e placebo; o estudo concluiu que o BZL em monoterapia possui maior eficiéncia

e eficacia, mesmo 12 meses apos o tratamento, enquanto o E1224 apresentou efeito
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supressivo transiente na eliminagao do parasita (127). Um novo estudo de fase clinica Il
foi proposto (BENDITA - NCT03378661) para testar a combinagao do BZL e ravuconazol
em pacientes chagasicos cronicos indeterminados, o estudo ainda se contra na etapa de
recrutamento (128). Além dos estudos em fase clinica, avangos recentes em ensaios pre-
clinicos apontam para tratamentos com compostos alternativos em combinag&o contra T.
cruzi, como na no caso do tratamento utilizando arilimidamidas combinadas com BZL,
que resultou numa redugéo significativa da carga parasitaria (quando comparado com a
monoterapia), além da eliminagéo de efeitos adversos (129). Um outro estudo em modelo
animal demonstrou que a curcumina potencializa a agédo antiparasitaria do BZL, quando
usados em combinacgado, também foi observada a atenuagao dos efeitos hepatotoxicos
associados ao uso de BZL e a prevencao da recrudescéncia em animais ndo curados
(130). Ja em relag&o a outros farmacos aprovados, os tratamentos em combinag&o do
antidepressivo clomipramina e do hipocolesterolémico fenofibrato com o BZL mostraram-
se favoraveis, ja que para ambos os compostos combinados com BZL houve uma
reducédo da carga parasitaria e dos danos cardiacos em camundongos submetidos a
estas terapias (131,132).

Apesar dos avangos na prospecgao de compostos com atividade antichagasica
em potencial e na progressdo de estudos clinicos com tratamentos alternativos aos
atualmente utilizados, nao existe, até a presente data, nenhum composto, vacina ou novo
tratamento que substitua os farmacos clinicamente aprovados. Neste sentido, é
necessario que as campanhas de triagem de compostos e as iniciativas de busca por
tratamentos alternativos para a doenga de Chagas continuem ativas, utilizando
metodologias e modelos experimentais mais robustos e fidedignos que possam alcancgar
melhor reprodutibilidade em pacientes. No anexo Ill consta um artigo de revisdo escrito
por nés onde descrevemos com mais detalhes os aspectos atuais do desenvolvimento
de farmacos contra a doenga de Chagas, além de um levantamento das estratégias
utilizadas até entdo. Uma das abordagens que mais impulsionou a descoberta de novas
moléculas com potencial antichagasico foi a introducéo da triagem de alta vaz&o (High
throughput screening - HTS-) no processo de desenvolvimento de farmacos para
doencas negligenciadas; dada que as pujantes ferramentas tecnolégicas que compdem

as plataformas de HTS, utilizadas primordialmente em industrias farmacéuticas,
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ganharam acesso em laboratérios académicos, centros de pesquisa biomédica e

pequenas empresas de biotecnologia.
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Quimioterapia empirica contra a doenc¢a de Chagas foi
introduzida logo apés a descri¢do da patologia em 1909

Até a década de 1960, o tratamento de ineficaz se
baseava em drogas antimaldricas, formulagdes arsénicas e
compostos com base em metais

Em 1966 o benznidazol foi introduzido na quimioterapia
antichagdsica, seguido do nifurtimox em 1970

Por muitos anos o descobrimento de drogas para doenca
de Chagas foi ignorado, e apenas casos de infeccdo aguda

eram tratados

Reposicionamento de drogas emergiu como uma tendéncia
para descoberta de entidades quimicas que poderiam avancar
rapidamente para os testes clinicos

Aumento dos incentivos em desenvolvimento de drogas,
como foco em triagem fenotipica; milhdes de compostos, em
sua maioria sintéticos, foram testados contra T. cruzi

Testes clinicos randomizados mostraram que o benznidazol
ainda é a melhor opc¢do para tratamento etiolégico, apesar
dos efeitos adversos associados

Q
)
-
Q
Vs
Q
-
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Ensaios in vitro e em modelos animais foram aperfeicoados e
podem predizer melhor a acdo da droga no organismo

humano

Campanhas de triagem de moléculas serdo mais focadas em bibliotecas
menores, porém com maior diversidade quimica, como produtos
naturais

Terapia combinatéria poderd ser a estratégia chave na quimioterapia
antiprotozodria, podendo também ser uma solug¢do vidvel para doenca
de Chagas

A quimioterapia ideal ndo ird sé eliminar o parasita, mas também tratar
os pacientes com sintomas chagdsicos crénicos, como manifestacdes
cardiacas e digestivas

Uma melhor compreensdo dos mecanismos de acdo das drogas serd
usada para descobrir e validar quimicamente novos alvos terapéuticos
(como proteinas e vias metabélicas) que sejam importantes para
infeccdo de T. cruzi e sua persisténcia no hospedeiro

Figura 5. Panorama com histoérico, as principais tendéncias e perspectivas no descobrimento e
desenvolvimento de farmacos para doenga de Chagas. Adaptado de (95).
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1.5.2. Triagem de compostos em alta vazao (HTS) e ensaios fenotipicos

A estratégia de HTS, na qual extensas bibliotecas de amostras ou compostos sao
testadas contra uma célula inteira ou contra estruturas especificas isoladas, possibilita a
avaliacdo de atividade de candidatos a farmacos em larga escala com redugéo
significativa de tempo e custos (133,134). Uma vantagem do ensaio de HTS baseado em
ensaios fenotipicos, também conhecido como triagem de alto conteudo (High content
screening - HCS), é que a abordagem n&o depende de uma validagao prévia de alvos, o
que acelera consideravelmente o processo e amplia a possibilidade de descoberta de
moléculas que agem em possiveis alvos ou vias ainda ndo descritos ou que possuem um
padrao de inibicdo multipla sobre as complexas interagbes celulares (por exemplo a
relagédo entre o parasita e a célula hospedeira). Deste modo, reduz-se os riscos de futuras
falhas com os compostos devido a baixa equivaléncia entre promissores alvos isolados
em modelos experimentais para a doenga real. Adicionalmente, o sistema de HCS
fornece uma indicagao prévia de caracteristicas toxicologicas e alteracbes morfoldgicas
das amostras triadas sobre as células hospedeiras por meio de avaliagbes visuais
conclusivas e irrefutaveis, enquanto testes complementares sdo necessarios quando se
realizam ensaios enzimaticos baseados em alvo ou outros ensaios do tipo cell-free.
Houve um aumento significativo na contribuicdo de ensaios fenotipicos para programas
de descoberta de farmacos nas ultimas décadas, dado que o uso desta abordagem
independe de estruturas moleculares previamente elucidadas, ha uma maior
probabilidade de encontrar compostos que agem sobre novos alvos e que, portanto,
podem se tornar farmacos first-in-class - moléculas farmacéuticas com um mecanismo
inédito para tratar uma doenca - (135).

No caso da doenga de Chagas e outras doencgas tropicais negligenciadas, como
ha opgbes de tratamento limitadas e poucos alvos validados disponiveis, os ensaios
fenotipicos podem contribuir muito para a descoberta de novos medicamentos (95).
Considerando que se pode reproduzir todas as etapas do ciclo de vida do T. cruzi in vitro,
e que este parasita € promiscuo em relagao ao tipo de célula hospedeira, o modelo de
HCS torna-se uma ferramenta tecnoldgica pratica tanto para estudar interagdes parasito-

hospedeiro e aspectos da biologia basica deste organismo, como na triagem de
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compostos com potencial antichagasico (136). Os ensaios de viabilidade contra parasitas
gue usam o sistema HCS destacam-se pois permitem a sele¢cao de compostos que sao
capazes de exercer atividade antiparasitaria no meio celular, enquanto que as
abordagens baseadas em alvo muitas vezes exigem triagens secundarias para confirmar
que os compostos de interesse possuem, de fato, atividade contra o parasita vivo (137).
Ademais, os compostos anti-T. cruzi encontrados num ensaio contra o amastigota
intracelular tém a vantagem de ja possuirem a caracteristica de permeabilidade celular e
de agirem sobre algum alvo/via essencial neste ambiente parasita-hospedeiro, apesar de
desconhecido (138). A metodologia HCS é baseada no imageamento automatizado do
sistema bioldgico seguido da extragédo, processamento, e analise de dados por softwares
especificos. Esta configuracdo permite sistematicas avaliagbes qualitativas e
quantitativas sobre diversos fendbmenos celulares. Entre as principais limitacdes da
abordagem de HCS est&o: a necessidade de armazenamento e gestdo de um extenso
volume de dados e velocidade de aquisicdo e analise relativamente baixas, quando
comparado com ensaios de viabilidade realizados por equipamentos de leituras rapidas,
como luminescéncia e calorimetria (139). Considerando ainda a complexidade da
resposta mediada por stress celular e a maior sensibilidade de micro oscilagbes
ambientais, os ensaios fenotipicos com abordagem HCS tendem a apresentar menor
reprodutibilidade quando comparados com ensaios baseados em alvo. Apesar destas
limitacdes, os ensaios do tipo HCS dispéem das ferramentas mais avangadas e precisas
para acessar atividade de compostos contra amastigotas intracelulares de T. cruzi.
Quando o método de analise de imagem € bem validado, n&do se observa qualquer
diferenga estatisticamente relevante entre a inspe¢do manual convencional e a
quantificacdo automatizada de células infectadas em ensaios baseados em imagens
(140), sendo que a segunda apresenta vantagens como imparcialidade e alto rendimento,
gquando comparado com o operador humano.

Diversos ensaios de triagem de compostos ja foram desenvolvidos contra
amastigotas intracelulares de T. cruzi, a tabela 2 resume as principais publicagdes destes
ensaios, ressaltando as peculiaridades de cada um, tal qual o tipo de abordagem, a célula
hospedeira utilizada, a cepa de T. cruzi e os destaques da técnica. Algumas metodologias

de HCS utilizam softwares com algoritmos proprietarios, outras adaptam programas
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comercias para definir os pardmetros de segmentacgao a partir do sinal de fluorescéncia
da imagem microscopica de alta resolugéo e por fim, delimitar e quantificar as células
hospedeiras infectadas com amastigotas de T. cruzi (141). A maioria destes ensaios
avalia a agao dos compostos contra apenas uma cepa de T. cruzi em apenas um modelo
de célula hospedeira, entretanto a flexibilidade do ensaio HCS favorece a utilizagdo de
quaisquer cepas dos diferentes DTUs, incluindo isolados clinicos recentes, além de
permitir o uso amplo de células hospedeiras (32,142). A dinamica de uma célula
hospedeira e suas especificas interagdes com o parasita podem ser influenciadas pelas
diversas cepas e isolados utilizados nos ensaios (143,144). Sabe-se que o os diferentes
tipos de linhagem celular que s&o infectadas pelo T. cruzi, por apresentarem diversidade
morfologica, fisiologica e estrutural, influenciam de maneira distinta as fungdes celulares
nas interacbes parasito-hospedeiro: desde o processo de reconhecimento, invasao,
formacgao do vacuolo intracelular, replicacao e lise. O perfil de infecgao e replicagcao do T.
cruzi pode apresentar grande variagao em diferentes células hospedeiras (145) podendo
afetar também na atividade de diferentes compostos promissores, que agem n&o so
sobre alvos no parasita, como também atuam sobre as vias da célula hospedeira
(146,147). Levando em consideragao todas peculiaridades das cepas distintas de T.
cruzi, a interagdo com diferentes linhagens celulares e o possivel impacto dessa
variabilidade nos ensaios de prospec¢cao de compostos, a comparacdo de resultados
utilizando células e cepas distintas € questionavel; deve-se, portanto, estudar o impacto
do uso de diferentes células hospedeiras e cepas nos ensaios fenotipicos de descoberta
de farmacos contra T. cruzi.

Considerando a complexidade de reproduzir a doenga de Chagas
experimentalmente, é essencial a padroniza¢ao de etapas biologicamente relevantes em
estudos preé-clinicos a fim de prosseguir com moléculas potenciais em ensaios clinicos
(148). Neste contexto, os testes in vitro devem abordar os mais diversos fatores
representativos da doenca, e que estas avaliagdes multiplas permitam definir com mais
precisdo os varios aspectos das interagdes entre o composto, o parasita e as diferentes
células hospedeiras (149). De acordo com o DNDi, deve ser dada prioridade a uma
abordagem robusta, de alta sensibilidade e reprodutibilidade na descoberta de farmacos

contra a doenga de Chagas; além disso se recomenda que um composto promissor deve
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ser eficaz em todas as regides endémicas da doenga, ou seja, contra cepas distintas do
T. cruzi (150).

Tabela 2. Diferentes protocolos de ensaios desenvolvidos para triagem de farmacos contra T. cruzi
e suas principais caracteristicas.

Cepa de Célula

T. cruzi hospedeira Autor

Ensaio Pontos relevantes

Primeira triagem de média (151)
vazao utilizando T. cruzi

transgénico em placas de 96

pOGoS.

. Tempo de ensaio mais curto
T. cruzi e com foco em ambas as
expressando B- formas tripomastigota e (152)
galactosidase = amastigota.

colorimétrico :
( ) Triagem em larga escala (>

300.000 compostos) e teste Tulahuen 3T3
confirmatério usando C4 (TeVl) (138)
imunofluorescéncia.

Triagem de uma colecéo de
compostos da GSK com 1,8
milhdo de compostos em
placas de 1.536 pocos.

(153)

Desenvolvimento e validacao

de um ensaio baseado em

imagem utilizando software CA-I/72 BESM
de processamento de (Tcl)

imagens comercial (IN Cell

Workstation).

Ensaio
baseado em
imagem

(149)



Tabela 3. Continuagao

26

. Cepa de Célula
Ensaio Pontos relevantes T.cruzi  hospedeira Autor
Uso de parasitas CL Vero (154)
geneticamente modificados TdTomato
expressando proteina (TeVl)
fluorescente.
Validou a contagem 3T3 (140)
automatizada com a
contagem manual.
Y (Tcll)
Ensaio Uso de um algoritmo CA-I/72 U20S (155)
baseado em personalizado para (Tcl)
imagem processamento e analise de
imagens desenvolvido para
HTS em T. cruzi.
Uso de software comercial Tulahuen H9c2
Acapella e analise da C4 (TeVI) (156)
detecgao de artefato.
Comparagao entre os
resultados obtidos pelos Tulahuen 373 (157)
métodos colorimétricos (-
galactosidade) e baseado em (TeVi)
imagem pelo software
Harmony.
Foram testados 700.000 CA-/72 C2C12 (158)
compostos num modelo (Tcl)
otimizado de parasitas
infectando células cardiacas
imortalizadas.
Num modelo de descoberta Sylvio Vero (123)
de hits em cascata, além de X10/7 A1
testar bibliotecas de (Tel)

compostos aprovados,
verificava a cinética de morte
e desprivilegiava os
inibidores de CYP51.
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1.6. Alvos de agentes quimioterapicos contra T. cruzi

1.6.1. Vias metabdlicas e biologia celular de T. cruzi: foco em alvos
terapéuticos

Quando realizados de maneira racional e focados em alvo, os processos de
triagem e desenvolvimento de novos compostos anti-T. cruzi buscam vias bioquimicas,
estruturas celulares, organelas e moléculas essenciais para o parasita e que,
preferencialmente, ndo ocorram nas células do hospedeiro humano. Algumas estruturas
e organelas celulares diferenciadas em tripanossomatideos sao o cinetoplasto e seu
material genético, assim como os mecanismos de replicagdo que envolvem essa
estrutura exclusiva dos kinetoplastideos; o flagelo e a regido da bolsa flagelar; a
mitocondria unica que ocupa grande volume citosolico; distintos lipideos de membrana;
os glicossomos, que sao associados a glicolise, beta-oxidagédo de acidos graxos, sintese
de éter lipidico e recuperacao de nucleotideos; os reservossomos, que sdo exclusivos da
fase epimastigota; os acidocalcissomos, organelas acidas associadas com regulagao de
pH, controle osmoético, homeostase de calcio e armazenamento de cations e fosforo;
entre outras (159-161). Estas organelas tém papel essencial na sobrevivéncia do
parasita, em pelo menos algum estagio do ciclo de vida do T. cruzi, além de n&o
ocorrerem em células de mamiferos, o que as torna alvos promissores para um potencial
tratamento (162).

Técnicas moleculares, como sequenciamento gendmico, perfil protebmico e
tecnologia de RNA de interferéncia (RNAI) auxiliaram na descoberta de genes e proteinas
essenciais tanto para o metabolismo intrinseco do parasita, como aqueles importantes
para manutengao e desenvolvimento, mas associados a célula hospedeira (163,164)

Estudos de bioquimicos e moleculares de T. cruzi ja identificaram e validaram
diversos candidatos como alvos potenciais para quimioterapia da doenga de Chagas;
algumas destas rotas bioquimicas ja foram amplamente investigadas, como a protedlise
mediada por cruzipaina, metabolismo do pirofosfato, da transferéncia do acido sialico, via
glicolitica, as DNA topoisomerases, desacetilases, as vias enzimaticas da nitrorredutase
tipo |, da recuperagcdo de purinas, mecanismo dependente de tidis, da tripanotioma
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sintase e redutase, e uma das vias mais promissoras, a via de biossintese de ergosterol
(165-172).

O ergosterol é o esterol usado pelo T. cruzi como constituinte de sua membrana
celular, sendo essencial para seu desenvolvimento, funcionamento da membrana
plasmatica e manutengcdo da integridade celular; este parasita € metabolicamente
incapaz de sequestrar e processar o colesterol abundante nas células hospedeiras dos
mamiferos, por isso € necessaria a sintese de novo a partir a partir de rotas bioquimicas
préprias (102). A rota biossintética do ergosterol € composta por mais de 20 etapas
bioquimicas (esquema 1), envolvendo enzimas especificas em protozoarios e fungos,
estas sdo ausentes em células de mamiferos e, portanto, sua inibicado pode interferir no
crescimento destes patdogenos sem causar efeitos severos nas células hospedeiras.
Enzimas envolvidas nessa rota do metabolismo de esterois ja foram estudadas como

potenciais alvos para farmacos por mais de 20 anos (101,173).
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Esquema 1. A via de biotansformagao de esterdis em diferentes seres vivos. Partindo da mesma
estrutura molecular comum, enzimas particulares de cada classe de ser vivo (de arqueobactéria a animais

superiores) fazem a biotransformagéao especifica nas moléculas esterdis finais. Fonte: (174).
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1.6.2. Lanosterol 14-a desmetilase (CYP51)

A proteina mais estudada da via de biossintese de ergosterol em T. cruzi é a
lanosterol 14-a desmetilase (CYP51), uma CYP monooxigenase funcionalmente
conservada do complexo de superfamilia das hemeproteinas do citocromo P-450. Esta
enzima esta essencialmente envolvida em uma reagao catalitica em trés etapas, onde
ocorre a desmetilacdo do lanosterol no carbono de posicédo 14; esta é a primeira etapa
pos-ciclizacdo na via biossintética dos esterdis, levando a formacao do substrato inicial
para a formacdo do ergosterol, no caso das células de alguns protozoarios. A
desmetilacéo é realizada pela sexta posi¢cao de coordenacao do ferro do centro heme,
que normalmente esta ligado a agua na enzima inativa (175).

As metaloenzimas CYP sdo encontradas em organismos de todos os reinos
biologicos, apesar da identidade geral de aminoacidos de apenas 22% (176) . Um estudo
cristalografico feito na CYP51 de T. brucei demonstrou que sobre o plano do centro heme
(na sexta posigcédo de coordenacgao do sitio), a cavidade do sitio ativo € rodeada pelas
estruturas: B’-hélices por cima, a-hélice | pela direita, B-bundle 1 pela esquerda, um loop
k- B1-4 por baixo e hélice F/ B4-hairpin na superficie frontal (figura 6). A a-hélice | esta
seguramente envolvida na atividade da enzima: os residuos conservados da hélice,
particularmente Ala291 e Thr295, estabilizam a posi¢cao do esqueleto de carbono do
citocromo por interagdes hidrofébicas. Aparentemente existe um papel importante na
cadeia lateral da GIn293 em relagao a interagdo com hélice E. Outras caracteristicas
envolvendo o sitio ativo também s&o importantes: coordenagéo 5 do Cys422 (conectando
a-nK) com o ferro do heme suporta a posi¢cado oposta 6, enquanto um suporte adicional
ao citocromo é dado por ligagées de hidrogénio a uma cadeia lateral dicarboxilica de
Arg361 (B1-4), a nitrogénios de cadeias laterais, a outros dicarboxilatos do anel de
nitrogénio da His420 (em a-nK) e a hidroxila da cadeia lateral Tyr116 (em a-nB”) (177).
Em T. cruzi, algumas cepas apresentam uma unica cépia do gene da CYP51 (por
exemplo, as cepas Sylvio, Marikellei), enquanto outras possuem duas copias (por

exemplo, as cepas Y, CL Brener e Colombiana); além disso, variagbes nas sequéncias
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da proteina podem chegar a diferenga de 16 aminoacidos entre as cepas (Y x Marinkellei)
(178).

Considerando que a via biossintética dos esterois ocorre em uma variedade de
espécies, incluindo fungos e animais, diversos inibidores de esterois foram prospectados
apresentando atividade em potencial contra varios patdégenos de importancia clinica
(179); muitos desses inibidores foram entao reposicionados como compostos anti- T.cruzi
e obtiveram éxito em muitas etapas do desenvolvimento de farmacos para doencga de
Chagas (180).

Figura 6. Modelo da estrutura cristalografica da TcCYP51 complexada com o composto posaconazol.
Fonte PDB:3K10 (doi:10.2210/pdb3K10/pdb)

1.6.3. Inibidores azdlicos e nao-azédlicos da TcCYP51
Os compostos que inibem a TcCYP51 geralmente agem contra a enzima por

coordenagao com o atomo de ferro do grupamento heme da enzima (a partir da interagéao

de um dos nitrogénios do anel azol, no caso dos compostos azodlicos). Esta interagao
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exerce um impedimento alostérico da interagdo do sitio ativo com o substrato alvo,
impedindo a converséo catalitica (181). Os principais compostos inibidores da CYP51 e
suas respectivas estruturas quimicas estao exibidos no esquema 2.

Mostrou-se que os inibidores da biossintese de ergosterol induzem alteragbes

significativas na ultraestrutura de diversas organelas do T. cruzi, essas alteragdes
ocorrem principalmente no complexo cinetoplasto-mitocondria, reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi, inclusdes lipidicas, membrana plasmatica e flagelo (182-185).
Também foi constatado um acumulo de goticulas de natureza lipidica apos o tratamento
com inibidores da biossintese de ergosterol (186), sugerindo que sao reservas
aglomeradas de substancias precursoras da produgéo do ergosterol.
O primeiro farmaco da classe dos inibidores de CYP51 a ser descrita com atividade contra
T. cruzi foi o miconazol, um antifungico derivado do imidazol de primeira geragéo. Este
composto, juntamente com seu analogo econazol, foram capazes de inibir o crescimento
de T. cruzi agindo sobre a via de biossintese do ergosterol (187); entretanto, estes
compostos apresentam baixa biodisponibilidade oral (geralmente sdo usados em
aplicagdes topicas em infecgbes fungicas), portanto sdo limitados no uso de terapia
antichagasica (188). O cetozonazol também apresentou boa atividade contra a CYP51,
e inibiu a proliferacédo de T. cruzi em modelos in vitro e in vivo (189); porém, a avaliagao
em modelo murino de fase crbnica revelou falha terapéutica (190).

A partir de uma iniciativa para otimizacdo farmacocinética de compostos
antifungicos, foram desenvolvidos os compostos triazolicos de primeira geragao; com a
substituicdo do nucleo imidazol pelo triazol, os compostos apresentavam-se
metabolicamente mais estaveis e com maior especificidade com a CYP51 (188). O
fluconazol € um triazol que apresentou uma promissora atividade anti-T. cruzi in vitro,
mas posteriormente falhou nos testes em modelo animal; além disso a rapida indugao de
resisténcia in vitro foi constatada para este composto (191,192). Um perfil semelhante
pode ser notado para o triazol itraconazol: uma atividade satisfatéria contra T. cruzi, in
vitro, mas sem nenhum efeito benéfico no tratamento de pacientes com infecg¢ao crénica
da doenca (193).

Com intuito de melhorar a biodisponibilidade e o tempo de meia vida dos farmacos,

os triazolicos de segunda geragdo foram desenvolvidos a partir do esqueleto do



33

fluconazol. O voriconazol foi o primeiro farmaco eficaz utilizado para o tratamento de
micoses sistémicas invasivas, por outro lado, seu desempenho in vitro contra T. cruzi foi
inferior aos demais compostos azdlicos (194); apesar do baixo desempenho relatado in
vitro, estudos mais recentes em modelos animais destacaram a atividade do composto
como potencial alternativa na quimioterapia antichagasica (195).

O posaconazol também é um triazélico de segunda gerag&do langado para o
tratamento de infecgdes fungicas sistémicas, mas este foi desenvolvido a partir da
estrutura do itraconazol (e ndo do fluconazol), este composto apresentou um excelente
perfil de atividade contra o T. cruzi, inclusive em modelos de infecg¢ao crénica da doenca
de Chagas em modelo murino e posteriormente avangando para fase de estudos clinicos
—ver sec¢ao 1.4.3 (103,196). Um outro composto triazol de segunda geragado promissor €
o ravuconazol; com um tempo de meia-vida superior em humanos e um volume
relativamente grande de distribuigdo sistémica, este composto antifungico destacou-se
nos programas de desenvolvimento de farmacos como possivel agente contra doenga de
Chagas (102,197). Outros compostos triazolicos de segunda geracdo também
mostraram-se eficazes em modelos experimentais da doenga de Chagas, como o
albaconazol, o D0870 e o TAK-187 (198-200); entretanto existem poucas informagdes
sobre farmacocinética e seguranga destes compostos, dado que ainda ndo foram
aprovados clinicamente.

Alguns compostos n&o-azolicos também mostraram atividade promitentes contra
T. cruzi, como os analogos do antineoplasico experimental tipifarnibe (originalmente
inibidor da farnesil-transferase), que foram modificados racionalmente para aumentar a
especificidade contra a CYP51 (201). Outros dois compostos ndo-azolicos que obtiveram
atividade favoraveis no tratamento experimental contra T. cruzi sdo o VNI e seu derivado
VNF (202). O VNI ndo apresentou toxicidade ou mutagenicidade, pode ser administrado
via oral e possui um perfil farmacocinético favoravel para um candidato a farmaco contra
doenca de Chagas (203). Em uma analise de inibigdo comparativa com azdis, dois
compostos derivados de piridina - UDO (EPL-BS1246) e UDD (EPL-BS0967) —
mostraram-se mais seletivos que os compostos azolicos com resultados de inibicdo
potente da TcCYP51 (204).
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Mesmo diante de tantos compostos com atividade comprovada contra T. cruzi, os
dois farmacos que mais se destacaram e avancaram na plataforma de descoberta de
novas moléculas foram o ravuconazol (sob sua forma de pro-farmaco E1224) e o
posaconazol. Ambos foram testados em estudos clinicos, contudo um alto nivel de falha
terapéutica foi constatado para o ravuconazol (80% de recrudescéncia em pacientes
tratados) e para o posaconazol (85,205), possivelmente devido a eficacia insuficiente

conforme estudos subsequentes demonstraram em modelos in vitro e in vivo (206-208).
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Esquema 2. (pagina anterior) Principais Inibidores de CYP51 utilizados como anti-T. cruzi.
Cetoconazol é um azdlico utilizado em tratamento antifingico; fluconazol e itraconazol pertencem a classe
da primeira geragao de triazoéis; voriconazol, posaconazol e ravuconazol (ndo mostrado) representam os
triazois de segunda geragéo e os compostos VNI e VNF s&o inibidores ndo-azois de CYP51. Adaptado de
177).
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1.7. Resisténcia a farmacos em T. cruzi

Assim como todos os tratamentos medicamentosos para doencas infecciosas
usados clinicamente, a quimioterapia atual da doenga de Chagas esta sujeita ao perigo
do surgimento de resisténcia. A ocorréncia da resisténcia a compostos referéncia, como
BZL e NFX, ja foi descrito em T. cruzi (e em outros tripanosomatideos) (68,209,210),
apesar disso, o processo de resisténcia ainda € pouco compreendido, exigindo estudos
mais elucidativos. Diversos genes de T. cruzi estdo associados a resisténcia aos
compostos nitroheterociclicos; em relagdo a resisténcia ao BZL, varios genes foram
descritos como importantes para este processo, entre eles estdo o da superdxido
dismutase (TcFeSOD-A), da triparedoxina peroxidase, da nitrorredutase tipo | (TCNTR-
1), das aldo-cetoredutases (TcAKR), de cassete transportador ligado a ATP (TcABCG1),
da prostaglandina F2a sintase, entre outros (211-216). Alguns destes genes também
estdo associados com resisténcia cruzada ao NFX, como caso do NTR-1, cuja perda de
um unico alelo provoca a resisténcia contra ambos os compostos (68); estas observagdes
de resisténcia cruzada ressaltam a desvantagem do uso de medicamentos referéncia
com mecanismos de agao semelhantes.

Além disso, estudos demonstraram, através de testes in vitro e in vivo, a ocorréncia
de resisténcia natural de algumas cepas de T. cruzi aos farmacos atualmente utilizadas
no tratamento da doenga de Chagas (217-219). Esta resisténcia natural ao NFX e BZL
parece estar associada a clones de T. cruzi isolados de animais selvagens ou insetos
vetores (56). Recentemente foi demonstrada a variabilidade da susceptibilidade a
compostos inibidores da via de biossintese de ergosterol entre diferentes cepas
pertencentes a cada um dos DTUs, enquanto os compostos nitroheterociclicos
mostraram-se mais eficazes na eliminagcao de amastigotas intracelulares destas mesmas
cepas, in vitro (206). Também foi verificada uma variacdo na susceptibilidade de
diferentes cepas de T. cruzi ao composto alopurinol (220). Ademais, diferengcas em
numeros de copias de genes e no padrao de expresséo de proteinas essenciais entre os
DTUs podem levar a variagdes de inibicdo das moléculas alvos por compostos
promissores. Mutagbes em residuos especificos em alvos proteicos também levam a

resisténcia a certos compostos; um exemplo foi a deteccéo da alteragao de uma prolina
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para serina (P355S) na TcCYP51, associada com alterag&o na inibigdo de farmacos que
agiam sobre esta enzima (178).

Adicionalmente, estudos de selecdo in vitro de clones resistentes a BZL
comprovaram que os metabdlitos gerados pelo composto induzem acumulo de mutagdes
relacionadas com multirresisténcia a farmacos (MDR), dado que os clones resistentes ao
BZL também se tornaram resistentes ao NF X, posaconazol e sulfona de fexinidazol (221).
Logo, estudos confirmatorios que demonstram o rapido desenvolvimento de resisténcia
a farmacos in vitro podem servir como modelos preditivos para este fendmeno, que tem
potencial para ocorrer durante a quimioterapia da doenca de Chagas (192). Além disso,
a caracterizagao fenotipica e genotipica de clones resistentes a farmacos pode auxiliar
na compreensdo dos mecanismos de interagdo com o alvo molecular do composto.
Também é valido ressaltar que devido as dissimilaridades entre as diferentes cepas de
T. cruzi em relacdo a sensibilidade as famacos, a aprovacdo de novos compostos
antichagasicos deve considerar o teste em um painel de cepas distintas durante a fase
inicial de desenvolvimento de farmacos (222).

Existe uma falta de correspondéncia evidente entre os promissores resultados
obtidos durante a fase pré-clinica e as falhas frustrantes constatadas no ensaio clinico
(96); somado a isso, os conhecimentos limitados de mecanismos de tolerancia e
resisténcia do T. cruzi aos compostos, e de como isso pode alterar a sua biologia
requerem estudos mais aprofundados das interagcdes entre os farmacos e o alvo no
parasita. A resisténcia aos compostos triazélicos pode ser induzida in vitro, sob pressao
constante do farmaco na cultura do parasita (192); neste sentido, o estudo do
desenvolvimento de resisténcia ao ravuconazol € um bom modelo experimental ja que o
alvo molecular do composto e sua via ja sdo conhecidos. Deste modo, os mecanismos
de resisténcia e alteragdes bioldgicas podem ser elucidados ao correlacionar os eventos
constatados no perfil fenotipico (padrées de crescimento e diferenciagao e perfil de
resposta a diferentes compostos) com comparagdes de sequenciamento do DNA destes
estoques em relagdo ao clone parental e predigcao de possiveis alteragcdes estruturais na
TcCYP51, se constatadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento, padronizagéo e execugao
de um ensaio baseado em imagem para prospec¢cdo de compostos contra T. cruzi. A
triagem de compostos proposta visou a selecdo de um potencial candidato antichagasico
de amplo espectro de atividade contra o maior numero possivel de cepas de T. cruzi e
contra diversas linhagens de célula hospedeira infectadas, com seletividade, poténcia e
eficacia satisfatorias. O ensaio fenotipico desenvolvido também serviu de base para
investigar o perfil fenotipico de um parasita resistente ao composto triazol ravuconazol,
em comparagdo com o parasita parental; estudos sobre o mecanismo molecular de
resisténcia ao composto também foram conduzidos através de analises gendGmicas e

predicdo de alteracio estrutural da enzima alvo.

2.2. Objetivos especificos

1) Desenvolver e validar um ensaio baseado em imagem para triagem de compostos

contra formas amastigotas intracelulares de T. cruzi;

2) Verificar impacto da escolha da linhagem celular nos ensaios fenotipicos de
prospecc¢éo de farmacos antichagasicos;

3) Confirmar atividade dos compostos selecionados em ensaios com doses multiplas
para determinacao de concentragao efetiva, atividade maxima, concentragao citotdxica e
indice de seletividade;

4) Testar os compostos selecionados contra um painel de cepas de T. cruzi,

5) Verificar o efeito dos compostos selecionados em combinagdo com famacos

referéncia;
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6) Triar uma biblioteca de compostos contra trés cepas distintas de T. cruzi para avaliar
a variabilidade da triagem de compostos com cepas distintas e selecionar compostos
com maior espectro de atividade;

7) Caracterizar fenotipicamente o clone de T. cruzi resistente ao composto ravuconazol,

8) Testar outros compostos (inibidores ou ndo da TcCYP51) para tragar o perfil da

resisténcia do clone em relagédo ao clone parental,

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Células de mamiferos
3.1.1.L6

Esta linhagem celular miogénica foi isolada de cultura de células musculares
primarias de rato (Rattus norvegicus). O estoque desta linhagem foi originalmente obtido
do Banco de Células do Japdo (JCRB - Ibaraki, Jap&do). Células L6 apresentam
caracteristicas morfologicas de mioblastos aderentes; estas células podem formar em
cultura, por fusdo, miotubos multinucleados e fibras estriadas. Esta linhagem foi mantida
em meio DMEM com alta glicose (Hyclone), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal
bovino (FBS — Gibco) e uma solugéo antibiética com 100 U/mL de penicilina e 100ug/mL
de estreptomicina (pen-estrep - Gibco). Este meio é aqui abreviado por meio DMEM. As
células foram tripsinizadas (solugao de tripsina 0,05% - EDTA - Gibco) a cada 3 dias e
semeadas na densidade de 1,0 x10* células/mL, em 25 mL, no frasco de cultura T175
(Sarstedt). A passagem maxima utilizada para esta linhagem foi de 15.

3.1.2. LLC-MK,

A linhagem celular LLC-MK: foi isolada de uma suspensao celular preparada a
partir de rins removidos do macaco Rhesus (Macaca mulatta). O estoque utilizado neste
ensaio foi cedido por S. Schenkman (Universidade Federal de Sdo Paulo — Sao Paulo,
Brasil). Esta linhagem celular foi mantida em o meio DMEM high. As células foram
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tripsinizadas (solugéo de tripsina 0,05% - EDTA - Gibco) a cada 3 — 4 dias e semeadas
na densidade de 4x10* células/mL, em 25 mL, no frasco de cultura T175 (Sarstedt). A
passagem maxima utilizada para esta linhagem foi de 20.

3.1.3. THP-1

A linhagem THP-1 foi obtida a partir do sangue periférico de um paciente humano
de 1 ano de idade com leucemia monocitica aguda. O estoque foi obtido do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ — Xerém, Brasil) (BCRJ0234). As células THP-1 séo
monociticas e, quando induzidas com 50 ng/mL de éster de forbol (PMA, Sigma-Aldrich),
diferenciam-se em células do tipo macrofago (macrophage-like cell). Esta linhagem
celular foi mantida em meio RPMI-1640 suplementado com 20% (v/v) de FBS (Gibco) e
pen-strep (Gibco) — aqui abreviado por meio RPMI. Células foram semeadas a cada 3 -4
dias em T175 (Sarstedt), na densidade de 2x10° celulas/mL, em 25 mL, e mantidas sob
crescimento exponencial por no maximo 10 passagens.

Para realizar a triagem da biblioteca LOPAC, onde todas as células foram utilizadas como
hospedeiras no ensaio primario (exceto pela LLC-MK?), as células foram submetidas as
mesmas condi¢des de cultivo da THP-1, com intuito de homogeneizar o meio de cultura
utilizado no cultivo e no ensaio. Ou seja, o meio RPMI foi utilizado tanto para o
crescimento e cultivo prévio das linhagens celulares, como também foi o meio empregado

na diluicdo das células e parasitas na placa de ensaio.

3.1.4. U20S

A linhagem celular U20S originou-se do tecido 6sseo de uma paciente humana de
15 anos com osteossarcoma. O estoque foi obtido do BCRJ (BCRJ0304). Células U20S
exibem morfologia de célula epitelial aderente. Esta linhagem celular foi mantida sob o
meio DMEM high. As células foram tripsinizadas (solu¢do de tripsina 0,05% - EDTA -
Gibco) a cada 4 dias e semeadas na densidade de 8x10* células/mL, em 25 mL, no frasco
de cultura T175 (Sarstedt). A passagem maxima utilizada para esta linhagem foi de 15.
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3.1.5. VERO

Assim como a LLC-MK3, a célula VERO também foi originalmente isolada de rins
de macaco, porém a espécie Cercopithecus aethiops. O estoque usado neste trabalho
foi cedido por A. Tanuri (Universidade Federal do Rio de Janeiro - Rio de Janeiro, Brasil).
Estas células foram mantidas em meio DMEM high e tripsinizadas (solugao de tripsina
0,05% - EDTA - Gibco) a cada 3 — 4 dias e semeadas na densidade de 4x10* células/mL,
em 25 mL, no frasco de cultura T175 (Sarstedt). A passagem maxima utilizada para esta
linhagem foi de 20.

3.2. Origem e cultivo de Trypanosoma cruzi
3.2.1. Cepas de T. cruzi e cultivo de tripomastigotas de cultura de tecido

Todos os estoques de T. cruzi foram transferidos do Institut Pasteur Korea (IPK —
Bundang-gu, Coréia do Sul) para o Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio —
Campinas, Brasil). Originalmente, um estoque da cepa Y (estoque 1) foi cedida por A.
Avila (Instituto Carlos Chagas, Fiocruz - Curitiba - Brasil), um segundo estoque da cepa
Y (estoque 2) foi cedido por S. Schenkman (UNIFESP, Sdo Paulo - Brasil); a cepa CL
Brener foi cedida por J. F. Silveira (UNIFESP, Sdo Paulo - Brasil); as cepas Sylvio X10/1
e ARMA13 cl1 foram doadas por M. Miles (London School of Hygiene and Tropical
Medicine, LSHTM — Londres, Reino Unido). Os clones 92-80 cl2, Tula cl2 e ERA clI2
também foram cedidos por M. Miles, entretanto os dois primeiros foram originalmente
isolados pelo grupo de M. Tibayrenc (Institut de Recherche pour le Developpement -
Montpellier, Franga), enquanto o ERA cl2 foi isolado por H. Carrasco (Laboratorio de
Biologia Molecular de Protozoarios, Instituto de Medicina Tropical, UCV — Caracas,
Venezuela).

As formas tripomastigotas foram obtidas do sobrenadante da cultura de LLC-MK:>
infectadas com T. cruzi. As culturas de Sylvio X10/1, ARMA13 cl1, ERA cl2, 92.80 cl2,
Tula cl2, CL Brener e Y (estoque 2) foram mantidos em meio DMEM high, enquanto a

cultura de Y (estoque 1) foi mantida em meio DMEM de baixa glicose (Vitrocell)
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suplementado com 2% (v/v) de FBS (Gibco) e pen-estrep (Gibco). Este meio sera
abreviado aqui como meio DMEM low.
A tabela 1 apresenta todas as cepas e clones utilizados neste trabalho, assim como
informacgdes gerais sobre as linhagens.

Com intuito de manter a qualidade dos ensaios fenotipicos, todas as culturas de
células de mamiferos e parasitas foram inspecionadas rotineiramente para verificar
contaminagdo com micoplasma. Os testes foram realizados por meio do kit de detecgéo
MycoAlert (Lonza) com leituras de luminescéncia no leitor de placas EnVision (Perkin
Elmer).

Tabela 4. Informagoes gerais sobre as cepas de T. cruzi utilizadas no ensaio de HCS. Local de origem
refere-se a localizagao geografica de onde a cepa original foi isolada, independente de posteriores
clonagens em cultura in vitro.

‘n a . Espécie
¢ 9 original 9
I Norte da Amazdnia Sylvio X10/1 Homo sapiens Par4, Brasil
Il Central & cogtelra do Y Homo sapiens Sao Paulo, Brasil
Brasil
1] Amazonica Arma13 cl1 Dasypus Bogueron,
novemcintus Paraguai
IV Venezuela e Amazonla ERA cl2 Homo sapiens Anzoategui,
brasileira Venezuela
v Cone sul da América do 92 80 cl2 Homo sapiens Santa’C.ruz,
Sul Bolivia
Tula cl2 Homo sapiens Tulahuen, Chile
Vi Cone sul da América do . .
Sul CL Brener Triatoma Rio Grande do

infestans Sul, Brasil
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3.2.2. Clones de Trypanosoma cruzi e processo de selecao de resisténcia in
vitro ao ravuconazol

Os clones de T. cruzi resistentes ao ravuconazol foram selecionados, in vitro, no
IPK, sendo posteriormente transferidos, recuperados e cultivados no LNBio, a partir de
2015. Anteriormente a selecédo, parasitas do estoque 2 da cepa Y (ver segao 3.2.1.), que
foi mantida continuamente in vivo em camundongos, foi clonado por meio de diluigao
limitante em microplacas de 96 pogos (Greiner Bio-One). As etapas de cultura, clonagem
e obtencdo dos estoques resistentes foram realizadas por M. A. Giardini, H. Kim, L.
Gaspar e L. Naves.

Foram escolhidos, entdo, os clones que geraram o maior pico de tripomastigotas
no sobrenadante de cultura de LLC-MK2 em um periodo mais curto de tempo (esse perfil,
somado a capacidade de invasao e replicagao das formas de epimastigota e amastigota
caracterizam o fitness neste trabalho). Os clones foram posteriormente submetidos a
selecdo por presséo de ravuconazol em cultura e, entre todos os clones testados, o clone
H10 (referente a sua posigdo na microplaca de cultura) mostrou-se mais estavel na
presenca do famaco, em relacdo aos demais. A selecao foi executada por meio do cultivo
do clone H10 em cultura de célula LLC-MK: (conforme descrito anteriormente) sob
concentragido crescente de ravuconazol, come¢ando em 1 nM. Durante o processo de
selecdo, a pressao do composto foi eventualmente removida e posteriormente
reintroduzida (processo de selegdo por pressdo do tipo on/off), com a intengéo de
recuperar o fitness do clone e facilitar a estabilizagdo da resisténcia. Ao longo do
processo de selecdo, amostras de estoques do clone H10 resistente foram congeladas
sob diferentes concentragbes de pressédo de ravuconazol (2 nM, 4 nM, 8 nM, etc.). O
clone resistente a maior concentragao de ravuconazol foi o que cresceu sob 500 nM do
farmaco, sem alteragbes expressivas no crescimento in vitro e mantendo a viabilidade
dos parasitas (este estoque é aqui denominado H10-R, “resistant’). Tentativas de elevar
a concentracdo de ravuconazol além de 500 nM na cultura dos clones H10 geraram
estoques menos estaveis (ciclo de infecgao in vitro extremamente variavel — baixissimo
rendimento de saida de tripomastigotas). Todos os clones foram cultivados em células
LLC-MK2 com meio DMEM high (como descrito para as outras cepas de T. cruziem 3.2.1.
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— exceto pelo soro suplementado neste meio foi 10% (v/v) de soro cosmico de bezerro —
CCS, Hyclone — substituindo do FBS utilizado para outras cepas e clones de T. cruzi).
Como controle, um estoque do clone H10 foi mantido paralelamente em cultura
continua in vitro, entretanto sem a pressao do ravuconazol (este clone é aqui denominado
H10-LT, “long term”): o racional foi comparar se o fendtipo de resisténcia ao farmaco (e/ou
eventuais mutacgdes/aberragdes encontradas no clone H10-R) estavam efetivamente
associadas com a pressao do ravuconazol ou simplesmente causadas aleatoriamente
dado o longo periodo de continuo cultivo in vitro. Também foi congelado um estoque do
clone H10 antes do inicio do processo de indugao da resisténcia — o qual foi mantido por
poucas passagens em cultura — este estoque é aqui denominado H10-S. Apds a
recuperacao do clone H10-R em cultura in vitro, seu cultivo foi estabelecido em frasco de
cultura T175 (contendo células hospedeiras LLC-MK2) com 25 mL de meio de cultura
suplementado com 2,5 uL de ravuconazol a 5 mM, atingindo a concentragéao final de 500
nM na cultura (concentragdo final de DMSO a 0,01%) - o mesmo procedimento foi
executado, adaptando a concentracdo e volume do farmaco, para a cultura dos outros
estoques resistentes: 2 nM, 4 nM, 8 nM, 16 nM, 64 nM, 128 nM e 1 uM. O meio
suplementado com ravuconazol foi trocado a cada 3 — 4 dias, a fim de evitar a
degradagao/esgotamento do farmaco. Apos sucessivas passagens in vitro do H10-R,
separou-se um estoque dos parasitas em um frasco de cultura e a pressédo do farmaco
foi removida, mantendo-o continuamente in vitro — em paralelo ao H10-R - apenas sob
0,01% de DMSO (este estoque € aqui denominado H10-R-NP, “no pressure”). A tabela

4 indica os clones utilizados neste estudo e suas respectivas nomenclaturas.



Tabela 5. Nomenclatura de variantes de cultura da cepa Y.

Nomenclatura

Significado

Pressao de

farmaco

Y estoque 1

Y estoque 2

Y clH10 ou
H10-S

H10-LT

H10-R

H10-R-NP

Estoque de cepa Y sensivel ao benznidazol

Estoque de cepa Y parcialmente resistente
ao benznidazol; originou o clone H10

Estoque parental do clone de Y — estoque
2 - (mantido in vitro por poucas passagens
— N0 maximo oito -)

Estoque do clone H10 mantido
continuamente em cultura in vitro, em
paralelo a cultura de H10-R; € usado como
controle para variagbes ou aberracoes
genéticas/fentipicas que possam ser
atribuidas ao longo periodo de cultura in
vitro (independentemente da pressao de
farmaco)

Estoque do clone H10 mantido sob presséo
crescente em padrdo on/off, até atingir
niveis de infeccdo estaveis com
ravuconazol a 500 nM

H10-R no qual a pressao do composto foi
removida (NP = No Pressure); utilizado em
estudos de estabilidade e manutencéo da
resisténcia na auséncia da pressao do
farmaco

Sim (ravuconazol a
500 nM)

Nao (apenas DMSO
0,01%)

3.2.3. Cultura da fase de inseto: diferenciagao e crescimento
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Com intuito de diferenciar os estoques do clone H10 em epimastigotas,

tripomastigotas foram coletados da cultura de infecgdo de LLC-MK>, centrifugados e

ressuspendidos em meio LIT (pH 7,2) na densidade de 5 x 10° tripomastigotas/mL, e

incubados a 28°C. O meio LIT foi preparado com pequenas modificagdes do protocolo
da ATCC (223): 4g de NaCl, 5g de caldo de infusdo de figado (Sigma-Aldrich) e 0,8 g de
glicose. O meio LIT foi autoclavado a 121°C durante 15-20 min e posteriormente

suplementado com 10 % (v/v) de FBS e solugdo de pen-estrep. Por 17 dias foram
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realizadas contagens manuais diarias, a partir do dia de adigdo dos tripomastigotas no
meio LIT, a fim de definir o perfil de epimastigogénese dos estoques H10-S, H10-LT e
H10-R. A curva de crescimento iniciou com a densidade de 1 x 10° epimastogotas/mL
para todos os clones, estes eram cultivados em frascos de cultura tipo T25 (Sarstedt). As
contagens foram realizadas em duplicata (duas contagens independentes) com repeticao
(dois frascos diferentes de cultura para cada clone). Posteriormente, quando as culturas
de epimastigotas ja haviam se estabilizado, foram realizadas contagens manuais diarias
dos estoques H10-S, H10-LT, H10-R e H10-R-NP, por 22 dias, com intuito de determinar
a taxa de crescimento de cada clone; antes de iniciar esta contagem comparativa, os
epimastigotas do estoque H10-R, em elevada densidade, foram diluidos e divididos em
frascos distintos: enquanto um foi reinserido o ravuconazol a 500 nM na cultura (sendo
este denominado H10-R+) o outro foi mantido sem o ravuconazol (H10-R-) — o farmaco
foi adicionado na cultura de H10-R+ a cada 7 dias (ja que o meio de cultura ndo era
trocado, garantindo assim processamento/degradacéo total do composto antes da
reinsergcdo). A contagem da curva de crescimento se iniciou com todos estoques na
mesma densidade de 1.0 x 10 ® epimastigotas/mL; as contagens foram realizadas em
duplicata (duas contagens independentes) com duas repeti¢cdes (epimastigotas de dois
frascos diferentes de cultura para cada clone).

O tempo de duplicagdo foi calculado baseado na taxa entre o periodo de
crescimento em 48 h (durante a fase de crescimento exponencial) e o numero de

geragodes (n), o qual pode ser calculado de acordo com as equagoes | e |l

1) tempo de duplicagao (dt) = periodo de crescimento da cultura/n
") n= Lnx-dia final* _ Lny-dia inicial* / 0,693

* X-dia final e Y-dia inicial referem-se a quantidade de parasita contados no ultimo e no
primeiro dia do crescimento exponencial da cultura, respectivamente. A mesma equacgao
foi utilizada para calcular o tempo de duplicagéo para a fase amastigota, exceto que para

essa fase o periodo de 72 h foi levado em consideragéo.
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3.2.4. Metaciclogénese: ciclo do parasita completo in vitro

Apos a realizacdo da epimastigogénese e a realizagdo de caracterizagéo
fenotipica a partir de clones H10, o conteudo total dos frascos de cultura de epimastigotas
de H10-S, H10-LT, H10-R e H10-R-NP foi centrifugado e ressuspendido em meio Graces
(Vitrocell), suplementado com 10% (v/v) de FBS e solugdo pen-strep; os frascos de
cultura foram mantidos nas mesmas condi¢des dos epimastigotas. As avaliagdes visuais
foram realizadas diariamente e sempre que os tripomastigotas metaciclicos eram
evidentes nos frascos de cultura (dentro de um numero relativamente elevado de
individuos), estes foram transferidos para frascos de cultura LLC-MK:> para infectarem as
células de mamifero e prosseguirem no estagio intracelular, finalizando o ciclo in vitro.
Os clones submetidos ao ciclo completo in vitro foram reavaliados em relacdo a

susceptibilidade aos farmacos referéncia testadas.

3.3. Obtencao e preparo dos compostos
3.3.1. Origem dos compostos

Benznidazol (BZL) foi cedido pela Nortec Quimica (Duque de Caxias, Brasil); os
compostos nifurtimox (NFX), posaconazol (PSL), UDO (BS1246) e UDD (BS0967) foram
obtidos da Epichem Pty Ltda (Bentley, Australia), assim como os compostos do programa
de otimizac&o de leads do DNDi: A, B, C, D, E, F, G, H, | e J. A anfotericina B (AMB), os
compostos azois fluconazol (FCL), itraconazol (ITL), cetoconazol (KTL) e voriconazol,
além dos hits da triagem da biblioteca LOPAC: FPL 64176, entecavir, AEG 3482 e
CB1954 foram comprados da Sigma-Aldrich (Saint Louis, E.U.A). O ravuconazol (RVL)
foi fornecido pela empresa Eisai Ltda (Toquio, Japao).

3.3.2. Preparo da solug¢ao de compostos

Todos os compostos foram enviados na forma soélida e dissolvidos no volume
apropriado de dimetilsulfoxido 100% (DMSO, Sigma-Aldrich) para preparar aliquotas de

solucdo estoque. Benznidazol, posaconazol e ravuconazol e foram dissolvidos nas
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concentragdes finais de estoque de 40, 80 e 80 mM, respectivamente. Ja o nifurtimox,
anfotericina B, os fenarimois (BS1246, BS0967), os demais azois (fluconazol, itraconazol,
cetoconazol e voriconazol) e os compostos /leads do DNDi foram dissolvidos na
concentragédo estoque de 10 mM, com excegédo dos compostos B e G (leads do DNDi)
que foram preparados a 5 mM devido a ocorréncia de precipitacdo quando em
concentragdes mais elevadas. Todas as aliquotas foram mantidas congeladas sob - 80
°C, protegidas da luz, e submetidas a no maximo trés ciclos de congelamento-
descongelamento com intuito de garantir a integridade quimica dos compostos.

3.4. Bibliotecas de compostos
3.4.1. Biblioteca MNHN

Uma biblioteca contendo 1.604 amostras (1.476 moléculas sintéticas e 164
extratos naturais) foi fornecida do Muséum National d’Histoire Naturelle (MNHN - Paris,
Franga), aqui abreviada por biblioteca MNHN. As amostras da biblioteca MNHN foram
enviadas na formatacdo de uma microplaca de 96 pogos com conteudo de 30 yL/pogo ja
dissolvidas nas concentragdes estoque de 0,1 mg/mL para as amostras sintéticas e 1,0
mg/mL para os extratos naturais. As amostras foram transferidas manualmente para uma
microplaca estoque de polipropileno com 384 pocos (Greiner BioOne) — aqui chamadas
de placa-estoque. As placas-estoque foram mantidas sob - 20°C. Dados de
caracteristicas fisico-quimicas e/ou origem de extratos naturais que compéem a MNHN
sdo conhecidos apenas pelo grupo provedor da biblioteca.

3.4.2. Biblioteca LOPAC

Uma segunda biblioteca contendo uma colecdo de 1.280 compostos
farmacologicamente ativos foi adquirida (LOPAC® 280 - Sigma-Aldrich), aqui chamada de
biblioteca LOPAC; as amostras presentes na cole¢cdo sao moléculas drug-like avancadas
que atuam sobre diversas vias conhecidas de neurotransmissao e sinalizag&o celular,
como por exemplo: apoptose, regulacédo génica, fosforilagdo, sinalizagao lipidica, entre
outas, segundo informagdes do fabricante. Os compostos da biblioteca LOPAC foram
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enviados na concentracdo de 10 mM em DMSO 100% e dispostos na formatacédo de
microplaca de 96 pogos (16 placas) com conteudo de 25 pL/pogo. As amostras foram
reformatadas para placas estoque e armazenadas conforme protocolo descrito para a
biblioteca MNHN. Para execugao da triagem primaria em concentragdo unica de 10uM,
placas estoque de 1 mM foram preparadas a partir da transferéncia de 1,2 pyL da placa
estoque a 20 MM em 10 yL de DMSO 100%.

3.4.3. Biblioteca Pathogen Box

A biblioteca denominada Pathogen Box, foi doada pela instituigdo Medicines for
Malaria Venture (MMV) e contém 400 moléculas drug-like ativas contra diversos
patogenos, em sua maioria associados com doengas negligenciadas

(http://www.pathogenbox.org). Os compostos da biblioteca Pathogen Box foram enviados

nas mesmas condi¢cdes (concentracdo e configuragédo, exceto pelo volume menor de
10uL/pogo) da biblioteca LOPAC e foram reformatados e armazenados conforme
protocolo descrito anteriormente. Uma placa estoque diluida de 4 mM foi preparada a
partir da placa estoque de 10 mM (4 uL da placa estoque foram transferidos para 6 yL de
DMSO 100%).

3.5. Ensaios de triagem de compostos contra T. cruzi
3.5.1. Validacao do ensaio

A validacdo do ensaio primario foi realizada utilizando dados comparativos da
atividade em curva dose-resposta (14 pontos de diluicdo, fator de 2x) do composto
referéncia BZL realizado em quintuplicata (cinco experimentos independentes), enquanto
a qualidade (diferenca estatisticamente relevante entre os controles) e a robustez (baixa
variabilidade entre as replicatas — reprodutibilidade - ) do scale-up foram medidos atraves
da avaliagao de parédmetros quantitativos do ensaio (como taxa de infecgdo, numero total
de célula, numero médio de parasitas intracelulares) entre uma pequena série de triagem
com apenas 2 placas de ensaio e uma rodada de triagem de uma colegédo maior contendo
12 placas no total (apenas os controles negativos foram utilizados na analise).
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3.5.2. Protocolo 1 (72 h de exposi¢ao aos compostos): triagem primaria —
biblioteca MNHN

O esquema de ensaio de 72 h de exposigao aos compostos foi utilizado na triagem
primaria da biblioteca MNHN, este ensaio é uma versdo baseada no método
desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo no IPK (155), entretanto ampliou-se o
tempo de exposi¢ao das placas as amostras de 48 h para 72 h com o intuito aumentar a
taxa de hits (considerando que extratos produtos e produtos naturais em menores
concentragdes foram triados). O ensaio como um todo durou aproximadamente 12 dias:
do crescimento em cultura de células hospedeiras e parasitas ao processamento dos
dados gerados pela analise de alto conteudo (esquema 3).

Primeiramente, as amostras foram transferidas das microplacas estoque para as
placas de ensaio (microplacas Greiner uclear — Bio-One) previamente pipetadas com
tampéao fosfato salino (DPBS), a fim de diluir a solugdo estoque em 16,6 vezes. A
transferéncia foi realizada por meio de uma estacdo de manipulacdo de liquidos
automatizada (Janus MDT — Perkin Elmer) e as concentragdes das amostras na placa,
no caso da biblioteca MNHN, foram de 60 pg/mL (extratos) e 6,0 pyg/mL (compostos
sintéticos) em DMSO 6%. Em seguida, 3.000 células U20S foram adicionadas por pogo,
simultaneamente com os tripomastigotas de cultura da cepa Y — estoque 1 - (previamente
coletados do sobrenadante da infeccdo de LLC-MK:), na densidade de 3,5x10°
tripomastigotas/mL  (MOI:5) e volume final de 50 pL; todas as células foram
ressuspendidas em meio DMEM Jow e semeadas com o auxilio de dispensador
automatizado (Matrix WellMate® - Thermo-Scientific); apos a dispensa do volume de
células, a concentragdo das amostras/DMSO é diluida seis vezes — atingindo 10 pg/mL
(extratos) e 1,0 uyg/mL (compostos sintéticos) em DMSO 1% (proporgao tolerada pelo
parasita e célula hospedeira, previamente verificada em cultura de T. cruzi). Todos os
pogos controles também possuem DMSO 1% na concentragéo final. As microplacas
foram entdo incubadas por 72 h sob 37°C e 5% CO2, em atmosfera umidificada e
ambiente controlado. Células hospedeiras ndo infectadas (NI) e células infectadas e
tratadas com BZL a 400 pM (EC100) foram utilizadas como controle positivo, enquanto
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pogos contendo células infectadas tratados apenas com o solvente DMSO 1% ou com
DPBS 1% (caso alguma amostra estivesse dissolvida em solu¢cdo aquosa diferente do
DMSO) foram utilizados como controle negativo (DMSO/DPBS).

A triagem primaria para a biblioteca MNHN foi realizada em um unico experimento.
Além dos controles internos das microplacas de ensaio, 2 placas contendo BZL
configurado em dose-resposta (3 curvas de 10 pontos de diluigdo, fator de 2x) foram
introduzidas como primeira e ultima placa semeadas com as células, a fim de avaliar a
variabilidade durante a pipetagem do ensaio (figura. Uma placa contendo apenas DMSO
(1%) em todos os pocos serviu para avaliar a variabilidade da infecgdo nas diferentes

posi¢des da microplaca de 384 pocos.
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Esquema 3. (pagina anterior) Etapas do ensaio do protocolo 1 (72h), com adigao simultanea, em um
unico dia, dos componentes célula hospedeira (U20S), parasitas (cepa de Y T. cruzi) e
compostos/amostras na placa de ensaio, com 72 horas de exposicdo do sistema as amostras triadas.
Etapas posteriores ao periodo de incubagdo indicam processos sucessivos de fixagdo, marcagdo com
fluoroéforo, aquisicdo e analise de imagens.
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3.5.3. Protocolo 2 (96 h de exposi¢cao aos compostos): triagem confirmatoria
da biblioteca MNHN e demais ensaios

O protocolo 2 foi desenvolvido seguindo o ensaio padronizado pelo nosso grupo
(206) (esquema 4).

Para a triagem confirmatéria da biblioteca MNHN, no primeiro dia as células
hospedeiras recém tripsinizadas foram semeadas na densidade de 1,75x10* células
U20S/mL em cada pogo da microplaca, em 40 uL de DMEM high, e incubadas por 24 h.
No segundo dia de ensaio, tripomastigotas da cepa Y (estoque 1) foram coletados do
sobrenadante da cultura de LLC-MK:; e adicionados, em 10 pL de meio DMEM Jow, sobre
as U20S previamente semeadas em microplacas na densidade de 2,8x10°
tripomastigotas/mL (MOI: 4). Tanto as células hospedeiras, como os parasitas foram
plaqueados com o auxilio do dispensador automatizado. Ao terceiro dia, as amostras
foram diluidas serialmente por um fator de 2 (10 pontos de diluicdo) em DMSO (100%)
nas placas estoque, a fim de serem avaliadas de modo concentragao-dependente (curva
dose-resposta). As placas intermediarias foram preparadas utilizando uma pipeta manual
de 16 canais equipada com ponteiras descartaveis (Thermo Scientific). Foram
transferidos 10uL da solugcdo de amostras para a placa de ensaio contendo células
infectadas com o parasita, atingindo um volume final de 60 puL/pogo e concentracéo final
de DMSO 1%.

Para as amostras hits da biblioteca MNHN, a concentracdo mais alta testada foi
de 1,0 pg/mL e a mais baixa 1,95 ng/mL. No caso dos compostos referéncia e compostos
lead do DNDi, 15 e 14 pontos de diluigdo foram utilizados, respectivamente (fator de
diluicdo de 2x). As concentragdes iniciais de benznidazol, nifurtimox, sulfona de
fexinidazol foram de 400, 100, 400 uM. Ja as concentragcdes que iniciaram as curvas dos
compostos posaconazol, ravuconazol e BS1246 foram 8, 8 e 2 uyM, respectivamente. Os
demais azois e fenarimdis, assim como os compostos /eads iniciaram a curva dose
resposta em 100 uM, exceto pelos leads B e G que comecaram em 50 yM. Imediatamente
apo6s a adicdo dos compostos, as placas de ensaio foram incubadas por 96 h nas mesmas
condigdes descritas no protocolo 1. O esquema dos controles também seguiu 0 mesmo
padréo, com excecao do controle com 1% DPBS, que ndo foi utilizado neste caso. Os
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demais ensaios primarios (biblioteca LOPAC e Pathogen Box), confirmatérios (de
concentragédo dose resposta), ensaio com diferentes células hospedeiras e outras cepas
também utilizaram esse modelo de ensaio (protocolo 2), com algumas adaptagdes
pontuais em alguns sistemas particulares (que serdo detalhadas mais adiante). Com
excegao das triagens de biblioteca, os demais ensaios que utilizaram o protocolo 2 foram

realizadas em duplicata (dois experimentos independentes).

3.5.4. Adaptacao do protocolo de ensaio para outras linhagens celulares

A padronizagdo do protocolo de ensaio com a diferentes células hospedeiras
considerou parametros quantitativos, como taxa de infec¢do, o numero total de células/
poc¢o e numero médio de parasitas/ célula hospedeira provenientes da analise de todos
0s pocos de uma microplaca de 384 pocos tratados com DMSO a 1%; 2 experimentos
independentes foram executados nesta analise. O ensaio com as células hospedeiras
distintas, infectadas com o clone Ym foi utilizado para triar a biblioteca LOPAC (todas as
amostras triadas contra todas as linhagens de células infectadas com T. cruzi).

As células L6, LLC-MK:z e VERO foram semeadas seguindo o mesmo protocolo da
U20S, entretanto as proporgdes de célula/poco foram de 300, 500 e 600,
respectivamente. As densidades de tripomastigotas/mL foram ajustadas para cada
linhagem celular a fim de atingir o MOI:20. As células THP-1 seguiram uma dinamica
distinta: os mondcitos foram semeados na densidade de 7.000 células/pog¢o num volume
de 25 L contendo meio RPMI e 50 ng/mL de PMA para diferenciagdo em células tipo
macrofago (esquema 4). Apds 48 h da adigdo das células, tripomastigotas foram
coletados, centrifugados a 500 rpm e ressuspendidos em meio RPMI e adicionados na
densidade de 1,4x10° tripomastigotas/mL (MOI:5), num volume de 25 pL. O esquema de
adicdo de compostos e o tempo de exposi¢cdo de 96 h foram mantidos para todas as
linhagens celulares testadas.
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Esquema 4. Etapas do ensaio do protocolo 2 (96 h), com adi¢gdo seriada em dias dos componentes do
ensaio: células hospedeiras, parasitas (T. cruzi) e compostos/amostras na placa de ensaio, com 96 h de
exposicao do sistema aos compostos triados. Nos dias 1 e 2 as setas azuis indicam os procedimentos
convencionais executados em ensaios confirmatérios com a célula hospedeira U20S; as setas verdes
indicam adaptacdes para uso de outras linhagens celulares neste ensaio.

3.5.5. Adaptacao do ensaio HCS para um painel de cepas de T. cruzi

O ensaio foi adaptado do protocolo previamente estabelecido pelo nosso grupo
(206); o esquema seguiu 0 mesmo método descrito na segéo 3.5.2. (cepa Y — estoque 1
- infectando a célula U20S), entretanto as demais cepas e estoques foram
ressuspendidos em meio DMEM high e diferentes densidades foram utilizadas: 1,4x10°
(Y — estoque 2 -, Sylvio X10/1, ERA cl2, Tula cl2, 92-80 cl2 e CL Brener) ou 2,8x108
(ARMA 13 cl1) tripomastigotas/mL. As demais etapas do ensaio foram mantidas como
descritas acima. A avaliagdo multiparamétrica do perfil de cada cepa de T. cruzi no ensaio
HCS foi realizado com base nos dados dos controles negativos obtidos a partir dos
experimentos de triagem de compostos leads, realizados em duplicata. As diferencas das
taxas de infecgdo e a tolerancia distinta ao benznidazol entre os estoques da mesma
cepa Y (estoque 1 e 2) foram avaliadas a partir dos controles de placas de ensaio
provenientes de 2 ensaios independentes.
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3.5.6. Adaptacao do ensaio HCS para derivados do clone H10

Os ensaios foram executados como descritos na secdo 3.5.2.. Devido a
diferentes padrdes de infectividade entre os estoques do clone H10, os tripomastigotas
de H10-R e H10-R-NP foram plaqueados sob a densidade de 2,8x10° tripomstigotas/mL,
enquanto a densidade de 1,4x108 tripomastigotas/mL foi utilizada para os estoques H10-
S e H10-LT. Conforme descrito anteriormente, as células U20S previamente plaqueadas
foram infectadas com os diferentes estoques do clone H10 e tratadas 24 h apds a adigao
dos parasitas. O estoque H10-R-NP estava sob cultura sem pressao do ravuconazol por
48 dias quando estes ensaios foram realizados. Os compostos agiram sobre as células
por 96 h antes da fixacdo das microplacas.

Os compostos referéncia foram testados no esquema descrito em 3.5.2., porém,
uma curva dose resposta com 20 pontos de diluicdo (sob fator de diluicdo de 2) foi
desenhada. A escolha das concentragdes dos compostos foi baseada nos valores
conhecidos de ECso para cepa Y de T. cruzi, entretanto decidiu-se utilizar uma
concentragdo mais elevada para os compostos azois devido a resisténcia dos clones a
esta classe de compostos, contudo foram consideradas as concentragbées maximas de
saturagdo dos compostos no meio (evitando precipitagdo em concentragbes mais
elevadas) e a tolerancia da célula hospedeira U20S. A concentragdo final de DMSO na

microplaca de ensaio foi de 1%.

3.5.7. Triagem das bibliotecas LOPAC e Pathogen Box
3.5.7.1. Triagem da biblioteca LOPAC

O esquema de plagqueamento das células hospedeiras (L6, THP-1, U20S e VERO)
e dos parasitas da cepa Y (clone H10), seguiu os protocolos descritos em 3.5.3. e 3.5.5.,
respectivamente. Apenas a linhagem celular LLC-MK> ndo foi utilizada na triagem
primaria da biblioteca, dada sua proximidade com a linhagem de escolha VERO.

Tratando-se de uma biblioteca de compostos menor, e considerando que varias células
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hospedeiras foram utilizadas, as etapas de plagueamento e adicdo de farmacos foram
realizadas manualmente.

Os compostos de placas de estoque de 1 mM (ver formatagcdo da biblioteca
LOPAC em 3.5.2.) foram transferidos para microplacas de diluicdo contendo DPBS -
placas intermediarias - para diluir os compostos 16,6 vezes (0,6 yL dos compostos em
9,4 uL de DPBS), atingindo uma concentragao de composto de 60 uM e 6% de DMSO;
finalmente, foram adicionados 10 yL de solug¢des de placas intermediarias em placas de
ensaio, de modo que a concentracdo final do composto foi reduzida para 10 pM; a
concentragao final de DMSO em todos os pocos foi de 1%. Os pogos contendo células
nao infectadas e células infectadas foram utilizados como controles positivos e negativos,
respectivamente. Apds a adigdo do composto, as placas foram incubadas durante 96 h.
Além dos controles internos das placas de ensaio, todas as rodadas de triagem
continham duas placas de controle de qualidade adicionais contendo os compostos de
referéncia benznidazol e nirfurtimox em curvas dose-resposta (duas curvas/placa). Cada
placa de controle foi tratada antes e apds a transferéncia do composto da biblioteca, a
fim de verificar a variabilidade do sistema de cultura dentro do periodo de adigao de
composto -. Outra placa de controle inclui células hospedeiras infectadas em todos os
384 pocos tratados com 1% de DMSO, apenas; A placa € verificada para a
homogeneidade da infec¢ao in vitro em toda a placa de ensaio.

3.5.7.2. Triagem da biblioteca Pathogen Box

O esquema de plagueamento da célula U20S e dos parasitas das cepas Y (clone
H10), Sylvio X10/1 e CL Brener seguiu os protocolos descritos em 3.5.2. e 3.5.4.,
respectivamente. As etapas de plaqueamento e adigcdo de farmacos foram realizadas
manualmente.

Com intuito de comparar os resultados dessa triagem com resultados obtidos
contra Leishmania spp., decidiu-se utilizar a mesma concentragdo dos compostos (20
pMM) e do DMSO, que neste caso foi de 0,5%. (e ndo 1% como nos demais ensaios). Os
compostos de placas de estoque de 4 mM (ver formatagc&o da biblioteca Pathogen Box
em 3.5.3.) foram transferidos para microplacas de diluigdo contendo DPBS - placas
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intermediarias - para diluir os compostos 33,3 vezes (0,6 yL dos compostos em 19,4 uL
de DPBS), atingindo uma concentracdo de composto de 120 yM e 3% de DMSO;
finalmente, foram adicionados 10 yL de solug¢des de placas intermediarias em placas de
ensaio, de modo que a concentracido final do composto foi reduzida para 20 pM; a
concentracgao final de DMSO em todos os pocos foi de 0,5%. Os pocos contendo células
nao infectadas e células infectadas foram utilizados como controles positivos e negativos,
respectivamente. Apds a adigdo do composto, as placas foram incubadas durante 96 h.
A curva dose-resposta de benznidazol, usada como controle de qualidade, foi adicionado
juntamente com a segunda placa de compostos, ja que os compostos da biblioteca
ocuparam apenas a por¢ao da placa até a coluna sete (restando espago para adicionar
o composto referéncia da coluna 10 até a coluna 19).

3.5.8. Ensaio de cinética de atividade dos compostos contra derivados do
clone H10

Com intuito de avaliar a cinética de agao dos compostos referéncia sobre os
amastigotas dos diferentes clones de H10, um ensaio do tipo time-kill (tempo de morte)
foi desenvolvido com base no ensaio de atividade descrito acima e no protocolo ja
descrito por nos (206). As densidades de plaqueamento da célula U20S, assim como as
densidades de parasitas (clones) pré-estabelecidas foram mantidas, também utilizou-se
0 mesmo esquema de diluicdo para os compostos testados, conforme descrito em 3.5.5..
Para avaliar a cinética de acdo dos compostos, oito microplacas de ensaio foram
preparadas simultaneamente, submetidas as mesmas etapas do ensaio de atividade e
fixadas apos diferentes tempos de exposigdo aos compostos (time-points): zero
(imediatamente apos a adigdo dos farmacos), 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Com
uma maior quantidade de placas de ensaio, a placa intermediaria de maior volume foi
usada (MasterBlock, Greiner); o esquema de diluigdo foi expandido para 94 uL de DPBS
onde foram transferidos 6 pL dos compostos em solugédo estoque (em DMSO 100%),
mantendo, portanto, a proporcao de diluicdo de 16,6 vezes O clone H10-R-NP estava
sob cultura sem pressao do ravuconazol por mais de 80 dias quando estes ensaios foram

realizados
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3.5.9. Ensaio de combinagao de compostos hits da biblioteca LOPAC

Nos ensaios secundarios com os compostos hits da biblioteca LOPAC, as
combinagdes destes compostos entre si e com benznidazol e posaconazol foram
avaliadas. Os compostos testados foram comprados em quantidade maior de estoque e
confirmados no ensaio com a cepa Y clH10 de T. cruzi infectando células U20S; com
base nesses resultados foram extraidos os valores de ECsg utilizados para o calculo das
propor¢des do ensaio de combinagao

O perfil de interagdes entre os compostos foi determinado usando o método de
combinacao de farmacos sob razdo constante: compostos combinados dois a dois sob
diferentes proporcdes, baseando-se nos valores de ECso. O desenho e execugéo deste
experimento foram realizados por L. M. Alcéntara. Para cada interacdo estudada,
diferentes combinagdes de compostos foram preparadas (razées de ECso = 5:0, 4:1, 3:2,
2:3, 1:4, 0:5) em dose-resposta (10 pontos, em um fator de diluigdo de 2). O
plaqueamento das células e parasitas seguiu o esquema das sessoes 3.5.2. ¢ 3.5.4.; ja
o método de diluicdo e tratamento das placas seguiu o protocolo descrito em 3.5.2.. As
placas foram incubadas por 96 h apds a adicdo dos compostos.

3.5.10. Fixacao e coloracao das placas

Nos diferentes ensaios HCS utilizados, ao término do periodo de incubacdo do
sistema contendo os compostos, as microplacas foram fixadas por 15 min a temperatura
ambiente com uma solugdo de paraformaldeido 4% em PBS (PFA), seguido por duas
lavagens sucessivas com tampao simples (PBS) e marcadas com a solu¢do 5 pM do
corante de DNA DRAQ5™ (Deep Red AnthraQuinone 5, Biostatus) por mais 15 min
(protegido da luz e em temperatura ambiente). Dependendo da quantidade de placas
utilizadas em cada rodada de experimento, as etapas de fixagdo, lavagem e coloragéo
foram realizadas com auxilio do dispensador automatico e da lavadora de placas

(ELX405 - BioTek) (por exemplo, quando numero de placas era superior a cinco).
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3.5.11. Aquisigao e anadlise de imagens

3.5.11.1. Sistema de alto conteudo — desenvolvimento no equipamento
Operetta

Foram adquiridas 4 imagens/pogo da placa de 384 pogos no sistema de
imageamento de alta performance Operetta® (PerkinElmer) sob lentes com magnificagéo
20x WD (long working distance) nas configuragdes de 90% de energia de excitagéo, 0%
de transmissao, com filtro nos comprimentos de onda de 620nm — 640nm de excitagcao e
650nm — 760nm para emissao (far red). O tempo de exposigado configurado para o
imageamento foi de 800 ms, deste modo a aquisicdo completa de uma microplaca de 384
pogos (com todos os pogos em uso) durou aproximadamente 1 h 15 min.

Apos a aquisigdo, as imagens foram submetidas a analise de alto conteudo (HCA),
que permite a avaliagdo da atividade antiparasitaria das amostras contra o amastigota
intracelular de T. cruzi. O processamento das imagens foi realizado por meio do software
Harmony® (Perkin Elmer) com o intuito de identificar, segmentar e contar nicleo e
citoplasmas das células hospedeiras, assim como executar a detecgao e contabilizagao
de amastigotas presentes na regido citoplasmatica (figura 7). O desenvolvimento da
analise de alto conteudo envolveu a padronizagdo do processamento de imagem com
uso de software comercial (Harmony — Perkin Elmer. O software comercial Harmony®
possui uma interface com diversos blocos de analise (denominados building blocks —
figura 7 e figura 8) que podem ser configurados de maneira sequencial, de acordo com
as caracteristicas da analise. Scripts pré-programados, baseados em algoritmos distintos
de processamento de imagem, estdo disponiveis com parametros ajustaveis que
possibilitam um ajuste fino do processamento de acordo com as caracteristicas biologicas
do ensaio e particularidades da imagem. A vantagem do uso do software comercial em
relagdo ao desenvolvido in house é que a metodologia da analise pode ser empregada
globalmente por qualquer usuario que tenha acesso ao programa, ao passo que O
desenvolvido in house requer acesso local ou expertise avangcada em
computagao/processamento de imagens para reproduzir a construgdo do algoritmo
publicado.



59

ot Pepre o Capmen Memtrwe A = ceadsldlTIIlll
' s R B Qs ass assassssssaanns)

Nt pr, i et

B

-
—r
-

Mt Pten g

ot P et b

Figura 7. Interface do software de analise de alto conteido Harmony. sequéncia de building blocks
(blocos de analise) organizados sequencialmente de acordo com os parametros avaliados; B. Imagem
modelo na qual sdo aplicados os parametros de processamento, sendo possivel visualizar em tempo real
a deteccdo e segmentacao das células; C. Valores listados em uma prévia da analise quantitativa dos
parametros selecionados; D. Mapa da placa de ensaio (acima) e as imagens dentro de cada pogo (abaixo).

Para a analise de alto conteudo do ensaio de T. cruzi, o sistema de processamento
foi ajustado para fornecer os seguintes readouts especificos: numero de célula
hospedeira, taxa de infecgao, numero total de parasitas em cada pogco e numero médio
de amastigotas/célula infectada. O fluxo de analise de imagens segue as seguintes
etapas (figura 8).

o A primeira etapa, denominada Raw image (figura 8A): representa aimagem
original obtida pelo sistema de microscopia de alto conteudo (Operetta); as

configuragdes de excitagao, exposicao e altura do plano focal foram determinadas



60

pré-aquisicéo, a fim de gerar imagens de alta qualidade para prosseguir no fluxo

de analise.

. Aplicou-se a analise da etapa Find nuclei (figura 8B), na qual sao
delimitados e quantificados os nucleos das células hospedeiras na imagem. A
deteccdo € baseada na diferenga da intensidade do sinal de fluorescéncia da area
do nucleo com as demais regides (signal to noise ratio, SNR). Com intuito de
estabelecer o melhor método para detectar os nucleos, foram testados quatro
scripts disponibilizados pelo software, ajustando suas configuragcbes e
comparando visualmente qual método fornecia os melhores resultados de
deteccdo e quantificagdo. Apds a escolha do método ideal (método A), foi
executado um ajuste fino nos subniveis de configuragdo para aperfeigoar a
deteccdo dos nucleos baseados em suas caracteristicas de tamanho,
espagamento entre células, limites minimos de intensidade de sinal e contraste
(tabela 5).

. O building block configurado na sequéncia foi o Find cytoplasm (figura 8C),
cuja funcdo € segmentar a regido do citoplasma das células hospedeiras na
imagem, definindo, portanto, células individuais. A regido citoplasmatica é
detectada como a regido marginal ao nucleo que apresenta um sinal de
intensidade superior ao do sinal de fundo. Uma caracteristica vantajosa do corante
DRAQ5® é que, além de marcar o nucleo das células com sinal de fluorescéncia
relativamente alto, o fluoréforo também marca, em menor intensidade, a regido
citopasmatica; esta marcagao citosolica gera uma intensidade de sinal discreta
porém suficiente para o software distinguir a regido celular do sinal de fundo,
prescindindo o uso de marcadores secundarios para o citosol. Entre os seis scripts
disponiveis, o método A foi eleito como o mais adequado para a segmentacgao
precisa do citoplasma celular. Um ajuste fino para configurar o limite da
intensidade de sinal do citoplasma também foi executado.
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. A etapa Select population (figura 8D) cria uma subpopulacdo de células a
partir da populagéo total da imagem, excluindo as células que apresentam parte

de sua area celular n&o contida nos limites da imagem.

o A etapa que detecta e quantifica os parasitas intracelulares, Find spots
(figura 8E), é configurada para detectar regides circulares com area reduzida
(spots) cuja elevada intensidade de sinal se destaca do sinal de fundo, dentro dos
limites da regido citoplasmatica previamente definidos. Os spots representam o
sinal do DNA marcado do parasita proveniente do nucleo e do cinetoplasto —
indistinguiveis sob esta magnificacdo. O script selecionado (método C) permite,
apos ajustes finos, detectar com precisdo os spots individuais sem gerar,
entretanto, um numero excessivo de falsos positivos (neste caso comumente
gerados por diferengcas naturais do contraste no citoplasma ou presenca de
detritos celulares). Sob um segundo e terceiro nivel de ajustes, foram
determinadas as propriedades dos spots para realgar a detecgdo: tamanho (raio
do spot), contraste minimo, intensidade de sinal do spot, distancia minima entre
dois spots e entre os local maximum dos picos de sinal. Apds configurado, o script
foi testado nos controles positivo e negativo, a fim de medir a detecc¢ao de falsos
positivos; um limite maximo de 10% de detecgcdao de falsos positivos foi
estabelecido para o ajuste da analise. A acuracia da detecgéo e quantificagdo dos
spots por este protocolo foram conferidas através da comparagao dos resultados
obtidos pelo software com contagem manual feita por integrantes do nosso grupo,
nao havendo diferengas significativas entre as duas abordagens (dados nao

mostrados).

. Select population Il (figura 8F) € a etapa que seleciona e separa as células
infectadas de toda a populagéo celular. O método Filtrar por Propriedade (filter by
property) foi ajustado para considerar a selegcado da populagéo “Célula Infectada”
toda célula que apresentasse ao menos um spot na regido do citoplasma.



62

. Define results é a ultima etapa dos blocos de analise onde sao configurados
quais resultados serdo exportados. O usuario pode selecionar uma vasta série de
outputs, tais quais informagdes descritivas das etapas de analise e dados
quantitativos gerados a partir de férmulas (formula output). Estabelecemos os
seguintes outputs quantitativos (gerados para cada pog¢o da microplaca): numero
total de células hospedeiras, numero de células selecionadas (apos excluséo de
células na borda das imagens), numero de células infectadas, numero total de
spots, média e desvio padrao do numero de spots/célula infectada e taxa de

infeccao.

Todos os detalhes do fluxo de analise estao descritos na tabela 5.

3.5.11.2. Sistema de alto conteudo — adaptagao para o equipamento IN Cell
2200

O sistema de HCS também foi usado no equipamento IN Cell 2200 (General
Eletric), onde o padréo de 4 imagens/ pogo também foi utilizado na lente de 20x de
aumento deste sistema de microscopia. A excitagdo da ldmpada (LED) foi de 30%, o
tempo de exposicédo selecionado foi de 2,5 s e 0 modo de aquisi¢do foi o 2-D (sem
deconvolugdo). Apds a aquisigdo, as imagens foram analisadas, para uma avaliagédo
comparativa, tanto no software Harmony (Perkin Elmer) como no software Investigator
(General Eletric). O desenvolvimento da analise para o Investigator foi semelhante ao do
Harmony, neste sentido os mesmos parametros de outputs foram desenhados para
analise dentro das configuragcdes deste programa. Com intuito de testar se o protocolo
de triagem desenvolvido era compativel com outras plataformas de alto conteudo, as
microplacas foram imageadas no equipamento IN Cell 2200 e processadas no software
Investigator (versdo integrada ao sistema de microscopia IN Cell). Posteriormente, as
imagens obtidas no IN Cell também foram processadas no Harmony através da
plataforma Columbus (Perkin Elmer), que permite o acesso de imagens de diversos
equipamentos de HCS pelo software de analise Harmony (dados n&o mostrados). As
imagens obtidas no IN Cell destacam-se pelas maiores dimensao e resolugéo, além de
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um tempo relativamente menor para ler uma microplaca de 384 pocos inteira, em relagao
ao Operetta (figura 9).

O software de analise Investigator foi utilizado na analise seguindo os protocolos
semelhantes aos desenvolvidos no Harmony, entretanto, a etapa de delimitagdo da célula
(equivalente ao Find cytoplasm) ndo pdde ser realizada com éxito. O Investigator é
incapaz de segmentar a regi&o citoplasmatica utilizando o mesmo sinal de fluorescéncia
daquele determinado para a detecgdo e segmentagcédo do nucleo; como o protocolo foi
estabelecido com o uso de um unico corante, esta etapa foi prejudicada.
Alternativamente, o Investigator fornece um processamento que considera uma regiao
citosélica com base em um crescimento vetorial a partir da localizagao do nucleo (porém
sem usar o sinal de fluorescéncia). Considerando as variagdes morfolégicas e a
plasticidade da regido citosdlica das células hospedeiras (especialmente quando
infectadas com alta carga de amastigotas), o processo de delimitagao vetorial a partir do
nucleo pode segmentar erroneamente a célula. Este processo pode ser evitado ao utilizar

outro corante para marcar o citosol.
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Figura 8. (pagina anterior) Etapas do processamento de imagens via software Harmony.
Processamento sequencial das imagens obtidas do ensaio HCS para T. cruzi (esquema de “building
blocks”) por meio do software comercial Harmony (Perkin Elmer): A. imagem bruta adquirida pelo sistema
de microscopia de alto contetido Operetta, B. “Find nuclei”: ferramenta utilizada para delimitar e quantificar
a regido do nucleo da célula hospedeira U20S, C. “Find cytoplasm”. etapa que visa delimitar a area
citoplasmatica e segmentar individualmente cada célula e seus limites, D. “Select population”: restringe a
populagao de objetos a regido celular integrada nos limites da imagem (excluindo os da regiao da borda
da imagem), E. “Find spots”: ferramenta utilizada para delimitar e quantificar o spot fluorescente que
representa cada parasita intracelular (DNA do nucleo e do cinetoplasto) e F. “Select population Il, separa
e quantifica as células infectadas (que apresentam ao menos um spot na regido do citoplasma) da imagem.
O output multiparamétrico gerado pelo software fornece o nimero total de células hospedeiras, a taxa de
infecgdo e o numero médio de parasitas em cada célula hospedeira.
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Figura 9 Interface do software de analise de alto contetido IN Cell Investigator. O /ayout simplificado
da interface do Investigator assemelha-se ao do Harmony. A. Lista indicando os valores preliminares da
analise feita na imagem com os parametros selecionados; B. Mapa da microplaca de ensaio para selegéo
dos pogos; C. Painel com parametros que configuram a analise e as propriedades que podem ser ajustadas
para otimizar a analise; D. Imagem onde € possivel visualizar, em tempo real, as etapas de selecdo e
segmentacéo das células.
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Tabela 6. Parametros da analise de alto contetido para processar imagens obtidas no screening de

T. cruzi no software Harmony.
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3.6. Analise de dados
3.6.1. Normalizagcao dos dados obtidos na HCA

A razado entre o numero de células infectadas e o numero total de células foi
calculada, definindo a taxa de infecgao (infection ratio, IR). Os dados brutos referentes
aos valores de IR foram normalizados em fungdo dos controles negativo (células
infectadas n&o tratadas) e positivo (células n&o-infectadas) a fim de determinar a
atividade antiparasitaria normalizada, de acordo com a equacao (lll):

(111) Atividade Normalizada (NA) = [1- (IRa — M.IRN) / (M.IRp — M.IRN)] x 100

Onde: IRa: taxa de infec¢ao dos pogos contendo amostras
M.IRn: média da taxa de infecgao dos pocos de controle negativo
M.IRp: média da taxa de infecgao dos pogos de controle positivo

A razao em utilizar o controle positivo de células nao-infectadas ao invés do
controle tratado com benznidazol 400 uM (EC+00) se deu pela ocorréncia dos estoques,

cepas e clones resistentes ao benznidazol que foram eventualmente avaliados.

3.6.2. Tratamento estatistico: comparacgao entre grupos e correlagao

A comparagao entre grupos nos experimentos foi realizada por meio do teste
estatistico ANOVA e o Tukey como pos-teste. Para analises de correlagdo o teste
Spearman foi utilizado, além da analise de ajuste da curva (goodness of fit) e medida do
R? em curvas dose resposta. O tratamento estatistico foi executado por meio do software
Prism verséo 7.0 (GraphPad).

3.6.3. Controle de qualidade da triagem: fator Z’

O controle de qualidade do ensaio foi medido pelo fator Z' (224). Este fator
estatistico foi calculado para cada placa das rodadas de experimento, levando em
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consideracao as médias e desvios da taxa de infecgdo dos controles positivo e negativo,

seguindo a equagao IV:

(IV) Fator Z’ = 1 — [3x (DP.IRp + DP.IRN) / [(M.IRr - M.IRy) []

Onde: DP.IRp: desvio padrao da taxa de infecgao dos pogos de controle positivo
DP.IRp: desvio padrao da taxa de infecgao dos pogos de controle negativo
M.IRn: média da taxa de infecgao dos pocos de controle negativo
M.IRp: média da taxa de infecgao dos pogos de controle positivo

Foram considerados ensaios excelentes, aqueles cujos valores do fator Z' das
placas foram iguais ou superiores a 0,5, o que indica a existéncia de uma janela de
separacao satisfatoria entre os controles do ensaio. No entanto, dada a complexidade do
ensaio fenotipico, valores de fator Z' entre 0,1 — 0,5 ainda sdo considerados satisfatorios
no contexto de HCS.

3.6.4. Analise de dados de triagem de bibliotecas

Dados de triagem primaria foram processados utilizando os programas Excel
(Microsoft) e Spotfire (TIBCO). Os critérios para selegdo de compostos hits baseados em
valores de atividade e toxicidade variaram de acordo com a biblioteca e células testadas.

Em relagcdo ao ensaio confirmatorio e testes e compostos leads, compostos
referéncia e de colaboradores, a atividade dos compostos em dose-resposta foi avaliada
utilizando o software Prism versa 7.0 (GraphPad), a fim de gerar a curva sigmoide por
regressao nao-linear dos valores e determinar os dados de ECso € CCso, através da
interpolacdo. Para os propdsitos deste estudo, ECso foi definido como valor de
concentragdo da amostra correspondente a 50% de atividade normalizada maxima (ou
50% de reducao da taxa de infecgao); ja a eficacia mede a resposta maxima (redugéo da
infecc&o) obtida por uma amostra em uma determinada concentragao testada. O perfil de
poténcia das amostras esta diretamente relacionado com o seu valor de ECso — quanto

mais potente for a amostra, menor sera seu valor de ECs -, enquanto a eficacia esta
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relacionada com a atividade maxima (MA) atingida na curva dose-resposta — quanto mais
eficaz for a amostra, mais proximo de 100% sera o seu valor de MA. A mesma logica é
aplicada para o valor de CCsp, que indica a concentragdo da amostra capaz de reduzir a
taxa de célula em 50%; taxa de célula é definida pela razdo entre o numero total de
células do pogo tratado e a média de células no controle negativo. A razdo entre os
valores de CCsp pelo ECsp configura o indice de seletividade (SI) da amostra testada.
Quando a avaliacido da taxa celular da amostra na curva dose-resposta nao retorna um
valor de CCso, 0 Sl é considerado maior ou igual a raz&o entre a concentragdo maxima

testada e o valor de ECsp.

3.6.5. Analise de dados dos ensaios de combinagao de compostos

Valores de ECso foram determinados para cada curva dose resposta de cada
combinagao realizada entre os compostos. Estes valores foram utilizados para calcular
as concentragdes inibitérias fracionais (FIC), que pode ser expressa através da equagao
V:

(V) FIC = ECs0 composto em combinagao / ECso composto isolado

A partir dos valores de FIC, foram gerados graficos no modelo de isobologramas.
Também foram consideradas as somatorias dos valores de FIC em cada combinacéo,
sendo que as médias dessas somatorias determinaram a classificagdo do perfil de
interacdo destes compostos. No caso desse estudo, as interagdes foram classificadas
em sinérgicas (2FIC < 0,5), aditivas (0,5 < 2FIC < 4) ou antagonistas ( 2FIC > 4) (225).

3.6.6. Analise de relacao de estrutura atividade (SAR) e estudos de clusters
farmacolégicos

As analises feitas com os compostos selecionados da biblioteca MNHN foram
realizadas com auxilio de F. Palace. A lista contendo as estruturas quimicas dos

compostos foi elaborada e fornecida por P. Grellier.
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Os estudos de aglomeragao hierarquica dos compostos selecionados da biblioteca
LOPAC foram realizados através de descritores de pares atdmicos e coeficiente de
Tanimoto por meio do programa ChemMine Tools (http://chemminetools.ucr.edu).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com intuito de organizar e facilitar a leitura, os resultados deste projeto foram

divididos em trés partes. Na primeira parte, foram abordados os processos de
padronizacao e validagao do ensaio fenotipico para T. cruzi. A adaptacédo do ensaio para
outras linhagens celulares e outras cepas de T. cruzi também estdo na parte |, assim
como a triagem da biblioteca de compostos MNHN e ensaios confirmatorios e analises
dos compostos hits selecionados. Também foram abordados os principais resultados dos
testes com alguns compostos enviados por colaboradores.
Na parte Il constam os resultados da triagem das bibliotecas LOPAC e Pathogen Box,
assim como a discussdo de como uso de diferentes linhagens celulares (como células
hospedeiras) e de diferentes cepas de T. cruzi pode afetar o screening de compostos em
ensaios fenotipicos com amastigotas intracelulares de T. cruzi; os resultados de ensaios
confirmatorios com os principais hits encontrados nessa triagem foram abordados.

Na parte Il foram inseridas as analises do fenétipo e gendtipo de clones de T. cruzi
resistentes ao ravuconazol. Também estdo apresentados e discutidos os resultados de
susceptibilidade destes clones contra diversos farmacos assim como a possivel alteragao
estrutural na enzima alvo do farmaco causada por uma nova mutagdo no gene da
TcCYP51.
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Parte |: Padronizacdao e validagcdo do ensaio fenotipico de T. cruzi,
implementacao do ensaio na triagem da biblioteca MNHN e em testes de

compostos de colaboradores

4..1. Padronizagao e validacao do ensaio de alto conteudo para T. cruzi
4.1.1. Determinagao do numero minimo de imagens por pogo

Apesar de todas as vantagens da analise de alto conteudo, é necessario
economizar tempo e recursos na metodologia dos experimentos a partir a otimizagao dos
protocolos de aquisicdo e processamento de imagens; portanto, uma verificagao
estatistica foi executada a fim de definir o numero minimo de imagens que pode ser
adquirido em cada pogo sem deixar de representar fidedignamente o pogo inteiro. Sob a
magnificacdo da lente de 20x, o pogo da microplaca de 384 pogos pode ser subdividido
em 35 campos de imageamento (cada imagem mede, aproximadamente, 0,35 mm?).
Entretanto, a aquisicdo de todos os campos de imagens em todos os 384 pocos levaria
aproximadamente 7 h 30 min por microplaca de ensaio (no equipamento Operetta), o que
prejudicaria a alta vazao proposta da triagem, além de gerar um grande volume de dados
de imagens que precisam ser armazenados a longo prazo, o que por sua vez aumenta o
custo do ensaio. Por isso, buscamos determinar o numero minimo de imagens que eram
necessarios para uma amostragem adequada da populagao contida no pogo.

Foram comparados os valores de atividade (em %) dos controles positivo e
negativo provenientes da analise de 35, 5 e 4 imagens de oito pogos de cada controle, e
nao foi constatada diferenca estatistica para o paradmetro avaliado (figura 10). Outros
parametros como taxa de infeccdo e numero médio de parasitas/célula hospedeira
também foram avaliados e apresentaram os mesmos resultados estatisticos; os valores
dos parametros obtidos a partir de um numero de imagens menor que 4 divergiram
estatisticamente dos restantes a apresentaram um desvio relativamente alto (dados n&o
mostrados). A aquisicdo de 4 imagens/pog¢o reduziu a aquisicdo da microplaca de 384
toda para 1 h 15 min, aproximadamente.
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Figura 10. Determinagcdo do niumero minimo de imagens adquiridas por pog¢o no ensaio de alto
conteudo. Atividade (em %) foi medida a partir do processamento de quatro, cinco e 35 imagens/pogo —
mapa do pogo na parte inferior da figura -. Foram utilizados, nesta analise, oito pogos de controle tratado
(C+) e oito pogos de controle negativo (C-). Sinais iguais indicam que nédo houve diferenga estatistica entre
os grupos de controle os diferentes conjuntos de imagens processados (p < 0,05).
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4.1.2. Padronizagdo do ensaio de alto conteudo para T. cruzi: testando
diferentes células hospedeiras

O ensaio proposto de triagem de compostos contra T. cruzi busca identificar
amostras com potencial contra a fase replicativa intracelular em um sistema que
reproduz, in vitro, a infeccdo de células de mamifero pelo parasita. Sabendo da
promiscuidade do T. cruzi em relagao a célula hospedeira, as linhagens celulares U20S,
LLC-MK,, THP-1 e L6 infectadas com T. cruzi foram testadas sob as condigdes pre-
determinadas da triagem, seguido pela avaliagdo no sistema de imageamento
automatizado do Operetta, a fim de definir a linhagem celular mais compativel com o
sistema de triagem. As densidades das células hospedeiras (numero de células/pogo),
foram determinadas levando em consideragao os dias de incubagéo dos ensaios, a taxa
de crescimento das linhagens celulares e a area de superficie do pogo da placa de 384
pocgos (dados ndo mostrados). A escolha da célula de linhagem tumoral U20S como
célula hospedeira padréo para os ensaios de alto conteudo foi baseada nos seguintes
fatores:

. Praticidade do cultivo e manutencgé&o in vitro, onde ndo é exigido nenhum
agente indutor de diferenciagdo (como no caso da THP-1, que requer adi¢ao de
PMA);

o Tempo de duplicagao relativamente longo, de aproximadamente 30 h (226),
permite ensaios com maiores periodos de incubagdo — enquanto as linhagens
celulares LLC-MK> e L6 apresentam um crescimento mais rapido (de
aproximadamente 22 h) — o que limita o uso prolongado destas células em
microplacas de 384 pocos -; além disso a maior taxa de crescimento das células
nao infectadas, no decorrer do ensaio, pode mascarar a real taxa de infecgao
causando maior variabilidade (figura 11B, 11D e 11G);

. Crescimento aderente em monocamada compacta facilita o imageamento

das células U20S em um unico plano (nucleo do parasita e das células
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hospedeiras), diferentemente das demais células que apresentam fuséo
citoplasmatica (L6), polinucleagao e pleomorfismo (THP-1) ou empilhamento (LLC-
MK32).

o Grande area citoplasmatica comporta um maior numero de amastigotas
intracelulares; o maior espagamento entre os parasitas na area do citosol favorece

a deteccédo pelo software (figura 11A e 11F);

J Linhagem celular de origem humana.

Entretanto, a sensibilidade da U20S a infecgdo com T. cruzi e/ou a exposi¢cao das
amostras triadas leva, ocasionalmente, a uma redugao expressiva no numero de células
totais - quando comparadas com outras linhagens celulares mais tolerantes - (figura
11G). Neste aspecto, € comum notarmos elevados indices de citotoxicidade nos dados
de triagem com a célula U20S. Por outro lado, esta sensibilidade relativamente alta
permite a utilizacdo de um critério mais rigoroso para escolha de amostras e compostos
ainda mais seletivos do que aqueles testados contra outras linhagens celulares. Apés a
definigdo dos parametros basicos da infec¢cado (densidade da célula/ pogo, numero de
tripomastigotas adicionados por célula hospedeira), determinou-se 0 numero maximo de
passagens da célula (enquanto ela ainda mantinha sua integridade morfoldgica e perfil

de crescimento na cultura).

4.1.3. Padronizagao do ensaio de alto conteudo para T. cruzi: escolha da
cepa e estoque do parasita e analises comparativas

A cepa padrao selecionada para os ensaios fenotipicos foi a Y, a escolha se deu
pela facilidade de cultivo com um ciclo consistente e bem estabelecido, possuindo picos
constantes de saida de tripomastigotas seis e sete dias apos a infecgéo dos frascos de
LLC-MK:>. O rendimento relativamente elevado na saida de tripomastigotas (na média de

7,0x108 tripomastigotas/mL no frasco de cultura T175), em relagdo as demais cepas,
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apontou como uma vantagem na triagem de bibliotecas maiores (sem precisar expandir
exaustivamente a cultura). Além disso, a cepa Y apresenta alta infectividade in vitro, o
que faz com que o ensaio de triagem seja mais robusto, ou seja, com menos variabilidade
entre os experimentos e com uma diferenca satisfatéria do sinal de detec¢cdo nos
controles positivo e negativo. O critério para a escolha da densidade ideal de 3,5x10°
(protocolo de 72 h) e 2,8x10° (protocolo de 96 h) tripomastigotas/mL fundamentou-se na
obtenc¢ao, ao final de quatro ou cinco dias apés a infecgdo, dos pogos do controle negativo

com elevadas taxas de infecgao (IR) sem causar, em contrapartida, excessiva lise celular.
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Figura 11. (Pagina anterior) Teste com diferentes linhagens de célula hospedeira. Imagens
representativas de pogos de controle negativo provenientes de linhagens celulares distintas infectadas com
a cepa Y (estoque 1) de T. cruzi: A) U20S; B) LLC-MKz; C) THP-1; D) L6. Analises quantitativas revelam
diferengas estatisticas entre parametros da: E) Taxa de infecgdo média (eixo Y); F) Numero médio de
amastigotas por célula infectada (eixo Y); G) Numero total de células (eixo Y). Escala: 50 um. ns: indica que
nao houve diferenga estatisticamente significativa (p< 0,001).

Y - Estoque 1 Y - Estoque 2 !

[

Taxa de Infecgao (%)
AEEEEEEEEEEEEE

Figura 12. Diferenga no perfil de infeccao dos estoques 1 e 2 da cepa Y na célula U20S em uma
mesma microplaca de 384 pog¢os. Parte superior mostra imagens representativas de pogos com as
células contendo parasitas dos estoques 1 € 2 da cepa Y apds 96 h de infecgdo. Abaixo a nitida diferenca
nas densidades de taxa de infeccdo entre os estoques distribuidos na mesma microplaca de ensaio,
mostrada em fungao de diferentes tonalidades de cores.

Avaliamos também qual dos dois estoques da cepa Y era mais adequado para o
ensaio de alta vaz&o: o estoque 1 ou o 2. Os dois estoques apresentaram divergéncias
em aspectos variados do ensaio: a densidade ideal para a Y (estoque 2) foi de 1,4x108

tripomastigotas/mL, enquanto para a Y (estoque 1) foi de 2,8x10° tripomastigotas/mL;
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além disso a taxa de infeccdo e a taxa de replicacdo do estoque 1 foi estatisticamente
mais elevada nas microplacas de ensaio - mesmo utilizando uma densidade mais
reduzida —, enquanto os parasitas do estoque 2 apresentaram um padrao de IR mais
baixo (figura 12), além de apresentar uma variabilidade maior entre os diferentes dias de
infecgcado nas microplacas, como oscilagdo nas taxas de infec¢ao e numero de parasitas
intracelulares entre as replicatas. Também foram constatadas diferencas em relagao a
susceptibilidade ao benznidazol entre os dois estoques da cepa Y, sendo que o estoque
1 mostrou-se mais susceptivel a agdo deste composto referéncia (ECso para o estoque
1: ~1,5 yM; ECs para o estoque 2: ~20 uM. Foi decidido utilizar os parasitas do estoque
1 para screening de bibliotecas maiores (como a MNHN), devido ao seu perfil de infecgao
mais alto e homogéneo — além de ser sensivel ao BZL. Ja os parasitas do estoque 2
foram utilizados para gerar o clone H10 (Y clH10), que foi utilizado nas triagens da
biblioteca LOPAC e Pathogen Box e nos ensaios do estudo de resisténcia ao

ravuconazol.

4.1.4. Avaliagao da reprodutibilidade do ensaio de alto conteudo

Apos definidos os parametros biologicos do protocolo de triagem, a
reprodutibilidade do ensaio foi medida ao avaliar curvas dose-resposta do composto
benznidazol sobre a cepa Y (estoque 1) provenientes de cinco experimentos
independentes, realizados seguindo o protocolo de 72 h. O valor médio de ECso obtido
foi de 1,65 uM (% 0,19) e o perfil coincidente das curvas confirmaram a consisténcia do
ensaio (figura 13).
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Figura 13. Compilacdo de curvas de atividade normalizada do composto referéncia benznidazol
obtidas em diferentes dias de ensaio com a cepa Y de T. cruzi (estoque 1) infectando a célula U20S
corroboram a robustez do ensaio proposto. Eixo Y: atividade normalizada (em %); eixo X: Log da
concentragao do composto, em molar. Legenda: DRCn indica a curva dose-resposta de cada experimento
(diferentes rodadas em dias distintos); valores de ECso obtidos a partir de interpolagdo dos valores da
curva.

4.1.5. Scale-up do protocolo triagem e avaliagao

A robustez do protocolo do ensaio foi verificada ao comparar parametros gerais
dos controles negativos de dois ensaios realizados em pequena e meédia escala (2 e 12
microplacas, respectivamente). O scale-up nado afetou estatisticamente os principais
fatores do ensaio, como a média da taxa de infecgdo, numero médio de parasitas/célula
e fator Z' médio; todavia a média do numero total de células foi significativamente
reduzida no experimento em maior escala (tabela 7), possivelmente devido a
sensibilidade supramencionada da célula U20S. Mesmo havendo uma redugao na média
do numero geral de células hospedeiras entre os dois ensaios, a variagdo deste

parametro (e dos demais avaliados) entre as microplacas do mesmo experimento foi
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minima. Mesmo assim se decidiu testar no maximo dez placas por rodada de experimento
(incluindo controles), a fim de evitar grande variabilidade nos resultados finais. Apds a
conclusao dessa etapa de scale-up, este protocolo de triagem foi validado e comegou a
ser empregado no screening de bibliotecas. Um processo semelhante de validacao foi
empregado para o protocolo de 96 h, mas como se trata de um ensaio que apresenta
menor variabilidade, compostos e bibliotecas menores ja eram testados durante o

processo de validagéao.

Tabela 7. Avaliagdo do aumento de escala sobre os principais fatores do ensaio de T. cruzi

Taxa de Infeccdo  Numero de Numero de ]
Escala ] ] ] y4
(%) Células t amastigotas/ célula
2 placas 654 +7,9 1.173 + 230 53+15 0,70 +0,03
12 69,2 + 8,1 871+ 112 69+17 0,68 + 0,05

placas

Dados referentes a médias dos controles negativos de cada placa + desvio padrdo apds 96 h apods
adicionar o parasita. T dados significativamente diferentes (p < 0,05).

4.1.6. Padronizacao e validagao do ensaio de alto conteudo para diferentes
cepas de T. cruzi

Conforme ja descrito, as diferentes cepas de T. cruzi apresentam grande
variabilidade fenotipica em termos de infectividade in vitro (isto €, capacidade de
reconhecer e infectar e células hospedeiras) e de crescimento (taxas de replicagéo
intracelular) (35). Esta variabilidade pode ser conferida numa analise multiparamétrica da
infecgdo in vitro (controles negativos — células infectadas n&o tratadas - e positivos —
células n&o-infectadas) mostrados na tabela 6 e na figura 14. Algumas cepas (Y, Sylvio
X10/1) séo altamente infectivas, com taxas de infecgao superiores a 80% (nas condi¢des
testadas: protocolo de 96 h) e os numeros relativamente mais elevados de amastigotas
intracelulares; por conseguinte estas cepas tém efeitos citopaticos mais pronunciados
contra células hospedeiras, 0 que leva a uma redugdo na populagdo nos pocgos de

controle negativo. As cepas também exibem taxas variaveis de crescimento intracelular
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(baseado em nossas observagdées em cultura in vitro), que, combinadas com o grau
distinto de infectividade, podem influenciar na resposta a compostos, embora esta
possibilidade ainda nao tenha sido completamente explorada.

O ensaio proposto com as diferentes cepas de T. cruzi envolve a0 menos um
membro dos DTUs Tcl — TcV e dois membros do TcVI (tabela 3). O protocolo do
screening de compostos adaptado contra as diversas cepas de T. cruzi foi baseado no
ensaio padronizado por nosso grupo para estudar e comparar o perfil de atividade dos
compostos classicos nitroheterociclicos em relagdo aos inibidores da TcCYP51 contra
um painel heterogéneo de cepas (206); algumas modificagdes foram realizadas nesta

versao experimental:

o Com o intuito de uniformizar o tempo de exposi¢cdo de 96 h dos compostos
testados contra todas as linhagens de T. cruzi utilizadas no ensaio, a cepa
representante do Tcl Sylvio X1/10 foi escolhida para substituir a Dm28c
(padronizada antes para um tempo total de incubagdo com compostos mais
reduzido, de 72 h);

. As densidades para as cepas Sylvio X1/10 e Tula cl2 foram definidas
empiricamente no esquema do ensaio (diversas densidades foram testadas no
modelo de infecgdo e aquelas que geraram resultados mais homogéneos e
consistentes no final do ensaio foram selecionadas), enquanto para as demais

cepas foram utilizadas densidades previamente padronizadas em nosso grupo;

o A escolha das densidades ideais para cada cepa em particular considerou
as condic¢des do sistema 120 h apds a infecgéo, observando os parametros: taxa
de infeccdo, numero médio de parasitas/célula hospedeira e numero total de
células hospedeiras U20S para cada cepa;

. Ajustes finos nos blocos de analise do software Harmony foram feitos para

cada cepa em particular, principalmente na etapa de Find spots. Os padrdes de
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tamanho e contraste minimos e espagamento entre os picos de intensidade de
sinal dos spots variavam de acordo com a cepa, ja que cada representante
genotipico parece possuir um perfil distinto de replicagdo e diferenciagao

intracelular;

o A padronizacéo final para cada cepa foi definida quando a taxa de infecgao
média era suficientemente distinta entre os controles positivo e negativo, com
variagdes minimas na microplaca de ensaio, resultando em um fator de qualidade
Z > 0,3 — também foi avaliada a variacdo do ensaio entre dias distintos de

experimento.

Tabela 8. Dados multiparamétricos do perfil do ensaio com cepas distintas do T. cruzi.

Cepas DTU Taxade Infeccadgo Numero total de Numero de amastigotas/
(%) células célula infectada
hospedeiras

Sylvio | 83+12,0 585 + 162,8 20+4,2
X10/1
Y Il 76 £2,0 535+18,7 7 +0,02
ARMA13 1| 45+7,0 802 + 30,5 6 +0,16
cl1
ERA cl2 v 42 +3,0 1021 £ 45 2+0,03
92-80 cl2 \ 31+1,0 1590 + 34,6 2 +0,08
Tula cl2 VI 41+7,0 1034 + 122 8+17
CL \Y| 26+2,0 1387 +1,0 3+0,04
Brener

Dados referem-se a média + desvio padrao de parametros obtidos nos controles negativos de dois
experimentos independentes.



83

30 1 . C

C+
25+

201

Taxa de infec¢ao

Amastigotas/ célula infectada

S R L P >
Q\” AP & oS & o>

XV° 2
P <

&

Figura 14. Variagao no padrao de infecgdo das diferentes cepas de T. cruzi. Os graficos indicam a
variagao da taxa de infecgdo (grafico a esquerda: razdo proporcional entre o nimero células infectadas
pelo numero de células totais) e do nimero médio de amastigotas por célula infectada (grafico a direita),
ambos no eixo Y. Os dados foram obtidos dos controles negativo (C-, barras pretas) e positivo (C+, barras
cinzas) das placas de ensaio das diferentes cepas de T. cruzi (eixo X). Barras de erro indicam desvio
padrao entre os dois experimentos independentes.

Apos a padronizacdo, com intuito de validar o ensaio proposto contra o painel de
cepas, compostos referéncia foram testados contra os representantes de cada DTU.
Foram escolhidos trés compostos nitroheterociclicos (benznidazol, nifurtimox e sulfona
de fexinidazol) e quatro inibidores da via de biossintese de ergosterol (posaconazol,
ravuconazol, BS1246 e BS0967), reproduzindo resultados semelhantes aos publicados
anteriormente por nosso grupo (206); foram constatadas algumas discrepancias entre
valores de poténcia e eficacia dos dados mostrados aqui e os publicados anteriormente,
provavelmente devido ao processamentos de imagens distintos e variabilidade inerente
de cada cepa em cultura. De maneira geral, os compostos nitroheterociclicos foram mais
eficazes (com maiores valores de atividade maxima) e relativamente potentes em todas
as cepas testadas, exceto pelo valor de ECso > 10 uM da sulfona de fexinidazol calculado
para Sylvio X10/1. Ao passo que os inibidores de CYP51, tanto azdlicos como nao-
azolicos, foram mais potentes do que os nitroheterociclicos em algumas cepas (Sylvio

X10/1,Y, ARMA13 cl1, 92.80 cl2), porém com eficacia relativamente baixa (exceto para



84

a cepa Y), apresentando, enfim, inconstancia na atividade contra o painel de cepas
(Tabela 8). Conforme ja discutido no artigo publicado por nés (206), vale ressaltar a
importancia de testar os compostos anti-T.cruzi em desenvolvimento contra um painel de
cepas representativas, a fim de verificar a o espectro de atividade destes candidatos, no
ponto de vista da poténcia e eficacia (222).

Tabela 9 Valores de atividade de compostos referéncia contra painel de cepa de T. cruzi. Dados
referem a valor médio de ECso, em micromolar e atividade maxima — entre parénteses — em %.

Sylvio ARMA13 ERA 92-80

Compostos X10/1 Y el cl2 cl2 CL Brener
Benznidazol 27 29 3.0 3.0 1,6 0,48
(100)  (93) (98) (102)  (112) (111)
Nifurti 39 0,22 1,00 0,79 0,43 0,17
Ifurtimox (96)  (94) (102) (98) (103) (108)
0,06 0,03 0,03 ND 0,26 0,04
BS1246 (82) (106)  (70) (37) (54) (87)
0,06 0,02 0,05 1,1 0,06 0,03
BS0967 (73)  (109)  (73) 61) (83) (88)
Sulf. de 16,0 3,05 1,90 4,7 38 1,2
fexinidazol (100)  (87)  (125) (102)  (104) (106)
Posaconazol 0,003 0,002 0,05 0,06 0,01 0,02
73)  (91) (71) (60) (65) (86)
0,001 004 0,002 ND 0,02
Ravuconazol (89) (102) (66) (26) (53) NT

ND indica que o valor n&o foi gerado a partir dos calculos. NT indica que o composto nio foi testado na
respectiva cepa. Dados referem-se a valores médios de trés experimentos independentes para Sylvio
X10/1, Y e 92.80 e de dois experimentos independentes para as demais cepas.

4.2. Teste dos compostos leads do DNDi contra o painel de cepas de T.
cruzi

Posteriormente a validagdo do ensaio, foram triados, utilizando este protocolo
contra o painel de cepas de T. cruzi, 10 compostos (A — J) originados do programa de
otimizacado de leads do DNDi. Estes compostos ja obtiveram éxito em testes in vitro e

foram quimicamente otimizados com foco na atividade anti-T.cruzi (um processo do
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desenvolvimento de farmacos conhecido pelo termo em inglés hit-to-lead optimization).
Os compostos foram enviados para teste contra o painel de cepas in vitro com a intencao
de verificar se ha um amplo espectro de acdo dos mesmos, conforme preconiza o perfil
de produto alvo para doenga de Chagas, elaborado pelo proprio DNDi. Os resultados
deste teste, juntamente com dados de outros colaboradores da organizagéo, servirdo de
base para priorizar aqueles leads que podem avancar no processo de desenvolvimento,
passando para testes in vivo e estudos de farmacocinética e farmacodinamica (227). Os
nomes, classes e estruturas quimicas dos compostos /eads foram omitidos por uma
questao de propriedade intelectual.

O perfil de atividade de cada composto foi tragado e comparado com o do
composto referéncia benznidazol (figura 15). Conforme esperado, o benznidazol foi
eficaz contra todas as cepas triadas, atingindo uma atividade maxima de ao menos 95%
e valores consistentes de ECso na faixa decimal da concentragdo micromolar (figura 16).
Dentre os leads testados, os compostos B e J exibiram o melhor perfil de atividade contra
o painel de cepas e foram superiores ao benznidazol, tanto em termos de poténcia, com
valores de ECspvariando entre 0,1 e 0,7 uM, quanto eficacia, atingindo atividade de 100%
contra todas as cepas testadas. Os demais leads testados mostraram-se, em média, com
poténcia superior ao benznidazol, com exceg¢ao do composto G, cujo valor de ECsg variou
de 3 a 15 pM entre as cepas (figura 16).



Atividade Normalizada (%)

Benznidazol

Composto F

Composto A

150+

1254

Composto D

Composto G

Composto J

86

Composto B

Composto E

Composto H

- Syhvio X101
Y
ARMATI cit
ERA c2
92 B0
= Tula ci2

<+ CL Brener

RN

Log [composto], M



87

Figura 15. (Pagina anterior) Atividade anti-T. cruzi de compostos lead contra o painel de cepas.
Atividade normalizada dos compostos benznidazol, A, B, C, D, E, F, G, H, | e J estdo representadas nos
graficos. O eixo X indica o Log da concentragao dos compostos (em molar), enquanto o eixo Y indica os
valores de atividade normalizada (em %) contra o painel filogenético de cepas de T. cruzi, aqui representas
por diferentes cores das curvas: Sylvio X10/1 (roxo); Y (preto), ARMA13 cl1 (verde), ERA cl2 (azul), 92-80
cl2 (laranja), Tula cl2 (vermelho) e CL Brener (cinza). Pontos indicam valores médios de dois experimentos
independentes.

A maioria dos compostos foi eficaz contra a maior parte (mas n&o todas) as cepas
testadas — ja os compostos C, D, E e H exibiram eficacia moderada (e relativamente
variavel) contra o painel de cepas. Aparentemente, a correlacdo estabelecida para os
compostos nitroheterociclicos entre infectividade e replicagdo da cepa com a menor
atividade dos compostos pode ser constatada no perfil destes compostos leads. Os
resultados plotados na figura 17 permitem visualizar ndo so6 o perfil geral de uma série
de compostos contra o painel de cepas, em termos de poténcia e eficacia, como também
indica o padrdo de variabilidade da resposta destes compostos (representado pelas
barras de desvio dos pontos); neste caso o composto referéncia benznidazol ainda se
mostrou mais consolidado em relacéo a sua atividade contra as cepas (menor desvio

padrao em relagdo aos demais compostos).
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Figura 16. (Pagina anterior) Perfil geral da atividade dos compostos (poténcia e eficacia) frente
ao painel de cepas de T. cruzi. Compostos estéo identificados no eixo X. Os valores médios de
poténcia e eficacia de cada composto contra as cepas distintas estdo plotados no grafico: a poténcia
esta expressa pelo Log ECsos, em molar (pontos azuis — eixo Y esquerdo), enquanto a eficacia esta
representada pelos valores médios da atividade maxima dos compostos (Max. Act., em %, pontos
vermelhos, eixo Y direito). Barras indicam o desvio padrao da média calculada a partir de todas as
cepas testadas. A linha segmentada azul marca o valor de 1 uM no eixo Y esquerdo (ECso), € a linha
segmentada vermelha marca o valor de 100% (atividade). Dados obtidos de dois experimentos
independentes para todas as cepas testadas.

4.3. Screening da biblioteca MNHN
4.3.1. Triagem primaria e sele¢cao de compostos hits

Apoés a padronizagdo do ensaio, uma biblioteca contendo 1.604 amostras (1.476
compostos puros e 164 extratos naturais) foi triada com intuito de validar os protocolos
de screening desenvolvidos e buscar candidatos com atividade anti-T.cruzi em potencial.
As amostras da biblioteca MNHN foram triadas seguindo o protocolo de 72 h, sendo que
todas as oito microplacas utilizadas (6 de ensaio + 2 de controle) foram consideradas
aprovadas segundo nosso critério de qualidade (Z’ =2 0,5); a média do fator Z’ obtida na
triagem foi de 0,7 £ 0,04.

Com base nos valores de taxa celular do screening, de todas as amostras triadas,
apenas 7,7% aparentaram ser toxicas para a célula hospedeira, apresentando toxicidade
superior a 50% (com base na redugéo da taxa celular — razdo entre numero de células
no pogo tratado e a média das células do controle negativo, células infectadas nao-
tratadas), nas concentragdes testadas de 10 ug/mL (extratos) e 1,0 uyg/mL (sintéticos)
(figura 17).
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Figura 17. Triagem da biblioteca de compostos MNHN contra T. cruzi. Correlagéo entre taxa celular
(eixo Y) e atividade normalizada (em %, eixo X). pontos azuis representam pogos do controle negativo
(DMSO 1%), pontos de cor magenta indicam pogos de controle negativo sem o veiculo DMSO (PBS 1%),
pontos vermelhos indicam os pogos do controle positivo tratados com benznidazol a 400 uM (EC100),
pontos amarelos representam pogos do controle positivo contendo células nao infectadas (NI), pontos
verdes indicam os pogos contendo as amostras selecionadas para triagem secundaria (atividade
aproximadamente 40% e taxa celular maior do que 0,5), demais amostras séo representadas por pontos
cinza.

Os hits foram selecionados como sendo as oito amostras mais ativas, com
atividade normalizada de aproximadamente 40%, exibindo, porém, uma toxicidade
celular igual ou inferior a 50%. A amostra que mais se destacou na triagem primaria foi
a 0459, com atividade normalizada superior a 80%, apesar da reducdo de
aproximadamente 40% da taxa celular (tabela 9).

A inibicdo da infecgdo causada por estas amostras foi conferida através da
inspecao visual das imagens geradas a partir de cada um dos pogos testados. Nas
imagens representativas de pelo menos quatro amostras (0459, 1238, 1409 e 1412), n&o
foi possivel detectar a presenca de amastigotas intracelulares (figura 18).

Todos os hits foram provenientes da por¢gdo de compostos puros da biblioteca (em
sua maioria, compostos sintéticos), sendo que nenhuma amostra da extratoteca
apresentou atividade satisfatoria de inibicdo do T. cruzi. A selecdo das amostras desta
triagem resultou em uma taxa de hits de 0,48% (figura 17). Estes hits foram selecionados

para teste em dose-resposta (ensaio confirmatério) no esquema do protocolo de 96 h.
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Tabela 10. Dados dos hits selecionados no screening primario da biblioteca MNHN: atividade
normalizada (%) e taxa celular. Amostras foram testadas em concentragao unica de 1,0 ug/mL.

Amostra Atividade normalizada (%) Taxa celular
0290 39,6 0,55
0302 39,6 0,76
0303 37 0,77
0459 84,4 0,61
0638 45,8 0,99
1238 45,4 0,53
1409 60 0,84
1412 38,7 0,94

DMSO 1%

Figura 18. Imagens representativas dos pogos contendo compostos hits da triagem da biblioteca
MNHN. Imagens revelam que os compostos selecionados (0290, 0302, 0303, 0459, 0638, 1238, 1409 e
1412) inibem parcial ou totalmente o crescimento de amastigotas intracelulares na concentragao testada
de 1,0 pg/mL (ou 3,8uM). Imagens dos pogos dos controles negativo (PBS 1% e DMSO 1%) e positivo
(ndo-infectado — NI) também estéo representadas, além do pogo tratado com benznidazol (BZL) a 1,0
pg/mL. Escala: 25 pM.
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4.3.2. Ensaio confirmatorio

O ensaio confirmatério permite a avaliagcdo da atividade das amostras, em
diferentes concentragdes, sobre o sistema parasita-célula por um periodo mais longo
(protocolo de 96 h), podendo trazer indicios de aumento da atividade (ou de perda de
seletividade); ainda, o fato das amostras ndao serem introduzidas no sistema
simultaneamente ao plagueamento das células (célula de mamifero + parasitas,
protocolo 1) permite avaliar a agao dos hits diretamente sobre os parasitas intracelulares,
enquanto no esquema do ensaio primario as amostras poderiam agir exclusivamente
sobre 0os mecanismos de invasdo celular ou sobre a forma de tripomastigota,
exclusivamente (detalhes dos protocolos nos esquemas 3 e 4 da secéo 3.5.).

Os valores de ECso, CCso € atividade maxima dos hits foram calculados a partir
das curvas sigmoide de 10 pontos formadas a partir dos dados de atividade normalizada
e taxa celular do ensaio secundario (tabela 10).
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Tabela 11. Dados do ensaio confirmatdrio dos hits da MNHN. valores de ECso (em pg/mL), valores
de CCso (em pg/mL), atividade méaxima (em %) e indice de seletividade.

indice de
ECso, CCso,
Amostra Atividade Maxima (%) Seletividad
(ug/mL)  (pg/mL) o
Benznidazol (g4 1* ND 102,5 > 111
0290 0,5+0,1 1,6* 78,6 3,1
0302 0,8 0,09 - 45 >1,2
0303 _ ; 26,6 ]
0459 _ ; 16,9 ]
0638 ] ; 22 ;
1238 0,5+001 0,7+0,05 73 1,4
1409 0,07 £ 0,05 . 81 > 14,3
1412 1,0* - 49 >1.0

*Indica que o valor foi obtido em um uUnico experimento. Demais dados referem-se a média de 2
experimentos independentes + desvio padrdo. ** valor equivalente a 3,46 + 0,4 pM.

Indice de Seletividade (SI): raz&o entre o valor de CCsp e 0 valor de ECs (CCso/ ECs0). Quando o valor de
CCso ndo € gerado através da interpolagao com valores da curva, a concentragao mais alta testada &
utilizada para estimar o valor minimo de Sl: (Max [amostra] /ECso). Atividade maxima (em %, MA) refere-
se ao valor de atividade normalizada plotada no ponto mais alto da curva sigmoide dose-resposta.

O critério de confirmacgéo de hits foi estabelecido como: a apresentagao de pelo
menos um ponto da curva igual ou superior a 40% de atividade normalizada (tabela 10).
Cinco amostras dos oito hits selecionados foram confirmadas segundo este critério
(62,5% de confirmagédo de hits), das quais trés apresentaram resultados eminentes,
foram eles: 0290 (ECso: 0,52 pg/mL, MA: 78,63%); 1238 (ECso: 0,56 ug/mL, MA: 73,07%)
e 1409 (ECso: 0,07 pg/mL, MA: 80,91%); os demais hits confirmados apresentaram MA
baixo ou mediano. Curiosamente, a atividade da amostra 0459 ndo se confirmou (nem

sequer foi obtido valor de ECsp, ja que a sua atividade antiparasitaria maxima foi de
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16,9%), embora tenha apresentado o maior valor de atividade normalizada no screening
primario. Possivelmente esta discrepancia deve estar associada ao fato da amostra agir
sobre as etapas de entrada do tripomastigota na célula hospedeira (quer seja no processo
de adesdo, reconhecimento, invasdo, formacdo do vacuolo parasitéforo ou
diferenciagdo), impedindo a continuidade da infecgéo; estas etapas n&o s&o afetadas
diretamente durante o ensaio confirmatério, seguindo o protocolo de 96 h (com excegao
de reinfecgdes pos-lise das primeiras células invadidas); a amostra ainda pode ter exibido
uma atividade acentuada contra a forma tripomastigota do parasita, eliminando os
organismos infectantes antes mesmo da invasdo das células hospedeiras. Esta
explicagdo é conjectural e necessita de estudos direcionados para melhor
esclarecimento. Deste modo, € extremamente relevante discutir a possibilidade de
interferéncia que um dado protocolo pode causar na selecdo de compostos; deve-se
ponderar se a praticidade metodolégica adotada ndo afeta diretamente a selegéo de
amostras, elevando a quantidade de falsos-positivos ou deixando de selecionar
compostos com potencial. Diante do exposto, decidiu-se trabalhar sempre com o

protocolo 1 (96 h de exposi¢do aos compostos).

4.3.3. O composto hit MNHN-1409: um analogo da auraquina D

O hit 1409 é uma molécula derivada do composto natural auraquina D. Isoladas
originalmente de culturas de mixobactéria Stigmatella aurantiaca, as auraquinas formam
uma classe quimica de alcaloides quinolinicos isoprenoides, caracterizada pelo grupo
quinolinico substituido na posigdo 3 ou 4 por uma cadeia fernesil (228). Algumas
auraquinas foram descritas com atividade inibitéria contra bactérias gram-positivas,
algumas espécies de fungos, e contra os protozoarios P. falciparum e T. brucei
gambiense (228-230). O mecanismo de agdo destes compostos esta associado a
inibicdo da cadeia respiratoria, agindo, por exemplo, sobre as oxidases bacterianas
citocromo bd e bo de Escherichia coli e Mycobacterium smegmatis (231,232); a auraquina
D mimetiza o ubiquinol, uma coenzima que atua como carreador de elétrons na
membrana mitocondrial interna. Além do composto 1409, o hit 1412 também é uma

auraquina, porém sua atividade foi considerada modesta nos ensaios confirmatorios;
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ainda assim, levando em conta o enriquecimento dessa classe quimica na sele¢ao dos
hits desta biblioteca, decidimos localizar e testar as demais auraquinas presentes na
biblioteca MNHN (e que ndo foram selecionadas como hits) e testa-las em dose resposta
no ensaio de 96 h contra T. cruzi a fim de comparar os resultados com a 1409. Dos 12
compostos testados, a 1409 foi a unica que apresentou novamente atividade satisfatoria
contra o amastigota de T. cruzi; as demais amostras apresentaram pouca (MA < 30%) ou
nenhuma atividade nas concentragdes testadas, inclusive o 1412 (MA < 10%) (tabela
11). Apesar de alguns estudos mostrarem toxicidade das auraquinas contra células
humanas in vitro (228,230), n&do encontramos valores preditivos significativos para os
analogos testados, com excecdo do 1415 (taxa celular < 0,5); entretanto, estudos
complementares devem ser realizados utilizando solugbes mais concentradas destas
amostras.

Curiosamente, o composto natural auraquina D (MNHN-1415) apresentou uma
atividade relativamente baixa contra T. cruzi no screening primario (MA = 28%) quando
comparada com a de seu analogo 1409 (MA =60%), contrastando com a poténcia quatro
vezes superior da auraquina D em relagdo a detectada no analogo 1409 em ensaios in
vitro contra T. brucei (228). Esse fato pode estar associado com a estrutura quimica da
1409, podendo promover maior afinidade com na interagdo com a molécula alvo ou
favorecer a agdo sobre outras estruturas de T. cruzi ou da célula hospedeira (agao off-
target).
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Tabela 12. Dados referentes aos testes com compostos analogos de auraquina D. Estruturas
quimicas enviadas pelos fornecedores da biblioteca valores de atividade normalizada (em %) e taxa
celular extraidos da triagem primaria; valores de ECso (em pg/mL) resultantes do teste em dose-
resposta.

Teste em
Screening primario doset
Compostos reZFéO: a
analogos a Estrutura quimica (96 h)
auraquina D —
At|V|d_a de Taxa ECso
normalizada
(%) celular (ng/mL)
0472 H

1391 -25 0,60 ND

O
1402 Cfi 21,7 0,77 ND
1412 W 38,7 0,93 ND
N" O cH, H,C

H

(0]
m 1,6 0,61 ND
N
o
(0]
CH,
|
N™ “CH,
OH
(0}
Br
|
N C
H

(@]
1393 @fi 28,5 0,59 ND
N CH3
H
0 CH, CH, CH,
0 Z = Z

1423 ( | ’ 18,7 0,84 ND



Tabela 11. Continuagéo.

96

Teste em
s , C dose
creening primario ta
Compostos rez%o:
analogos a Estrutura quimica (96 h)
auraquina D —
At|V|d_a de Taxa ECso
normalizada celular (Mg/mL)
1395 0 CH, CH, CH, 30 0,79 ND
% | Pz Pz e
N™ “eH,
1396 O -14,5 0,75 ND
I
N™ o
1406 o -1 0,76 ND
L.
N™ “CH,
OH
1415 it CHs CH, CHs 27,8 0,46 ND
= 4 = CH
| 3
H CH
1407 Q | -16,6 0,76 ND
CI X
N~ “CH,
H
1409 o CH, CH, 60 0,84 0,10 £ 0,01
4 =
‘ CH,
H CH

ND indica que néo foi possivel gerar o valor a partir dos calculos de interpolagéao
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4.3.4. Estudo preliminar da relagcao estrutura atividade dos analogos de
auraquina D

Com as estruturas quimicas dos analogos da auraquina D disponiveis, realizamos
um estudo simplificado de relagcdo estrutura atividade a partir dos dados da triagem.
Conforme mostrado no esquema 5, substituicbes nas cadeias e nos anéis do grupo
quinolinico da auraquina D natural afetam a atividade contra T. cruzi. Os ganhos de
atividade mais significativos parecem estar mais associados com a alteragdo nos
comprimentos das cadeias substituidas do que em relacdo ao anel aromatico, tanto
substituicbes de cadeia com comprimento maior (MNHN-1412, + 11%, esquema 5E)
como menor (MNHN-1409, + 32%, esquema 5D) resultaram em um ganho significativo
na atividade dos analogos, sendo estes os analogos selecionados como compostos hits.
A substituigcdo pela cadeia geranil (2,6-dimetilocta-2,6-dieno) foi a que gerou o aumento
mais substancial da atividade em relagao a auriquina D, tendo mais do que o dobro de
eficacia. Ja as modificagdes nos ciclos aromaticos do grupo quinolinico trouxeram pouco
ganho (MNHN-1395, +2%, esquema 5B) ou até perda de atividade (MNHN-1423, -9%,
esquema 5C), quando comparados com o perfil da molécula natura (MNHN-1415,
esquema 5A). Os dados de atividade dos demais compostos apresentados na tabela 12
corroboram a hipotese do aumento da atividade associada a substituicbes de cadeias na
posi¢ao 2 do anel quinolinico.

Alteragbes como a inclusdo da fenila conjugada na estrutura 1395 (esquema 5B)
pode aumentar a hidrofobicidade e provocar modificagdes da ressonancia eletrénica. A
ressonancia do farmacoéforo também é afetada nas modificagbes realizadas nas
estruturas 1423 (grupo 1,3 dioxolo, esquema 5C) e 1412 (hidroxila, esquema 5E). Os
grupos hidroxila e dioxolo, presentes respectivamente em 1412 e 1423, s&o considerados
aceptores de liga¢des de hidrogénio, tendendo ao aumento de interagdes hidrofilicas das
amostras. A mudanca da cadeia carbénica insaturada para alquilica na estrutura do 1412
(esquema 5E), tende a aumentar a flexibilidade conformacional e a lipofilicidade da
molécula, o que pode influenciar na permeabilidade deste composto em membranas
proteicas e interagdes hidrofébicas com enzimas. Com exce¢ao da superioridade do
analogo geranil (1409) em relagdo a auraquina D natural (1415), os dados de relagéo
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estrutura atividade sdo compativeis com a tendéncia observada em outros testes
antiparasitarios (228). Estudos adicionais s&o requeridos para elucidar mais
detalhadamente o motivo do aumento da atividade das alteracbes nas cadeias destes
compostos analogos.

Uma publicagao recente ressaltou que diversos analogos de auraquina D foram
sintetizados apds a descoberta dos efeitos anti-T. brucei, no entanto nenhum desses
compostos derivados apresentou atividade superior ao da molécula natural para
prosseguiu no processo de desenvolvimento do composto (233). Portanto, a descoberta
da atividade da 1409, um analogo da auraquina D, contra T. cruzi apresenta uma
contribuicdo inédita importante na exploracdo desta classe de compostos contra
tripanossomatideos. Estudos mais profundados serao feitos utilizando concentragdes
maiores do composto, visando elucidar a agao sobre a atividade mitocondrial de T. cruzi

e seletividade sobre atividade em células humanas.

‘ Auraquina D natural l

Atividade: 28%

Atividade: 18,7%
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Esquema 5. (Pagina anterior) Aparente relagao estrutura atividade (SAR) tracada a partir
da estrutura da auraquina D natural, de seus compostos derivados e suas relativas
atividades anti-T.cruzi. A. Estrutura quimica da auraquina D natural (MNHN-1415),
caracterizada pelo grupo quinolinico e a cadeia insaturada (3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trienil)
na posigao 3 do farmacéforo, atividade de ~28% foi detectada na triagem primaria da biblioteca
MNHN; B. estrutura da MNHN-1395, mantém a cadeia carbOnica ramificada insaturada na
posi¢cdo 3 do farmacoforo e inclusdo de fenila conjugada na posigdo 6 do grupo quinolinico,
atividade de ~30%; C. estrutura da MNHN-1423, mantém a cadeia carbbnica ramificada
insaturada na posigao 3 do farmacoéforo e inclusdo de grupo 1,3 dioxolano conjugado na posigéao
7 do grupo quinolinico, atividade de 19%; D. estrutura da MNHN-1409, substituida com uma
cadeia geranil (em destaque na caixa vermelha), atividade de ~ 60%; E. estrutura da MNHN-
1412, a cadeia carbdnica ramificada insaturada na posi¢cao 3 do farmacéforo foi substituida por
uma cadeia alquila ndo ramificada (n-dodecano) e incluséo de hidroxila na amina secundaria do
grupo quinolinico, atividade de 40%. Valores de atividade destacados nos analogos referem-se
ao ganho ou perda de atividade, em relagdo a atividade obtida com o composto natural A.

Parte Il: Comparacao de diferentes cepas de T. cruzi e linhagens células
hospedeiras e nos ensaios de alto conteudo: triagem das bibliotecas LOPAC

e Pathogen Box

4.4. Influéncia de diferentes células hospedeiras HCS: triagem da biblioteca
LOPAC

4.4.1 Escolha das células e avaliagbes multiparamétricas dos diferentes
sistemas parasita-célula hospedeira no ensaio de alto conteudo

Quatro linhagens celulares de mamifero foram infectadas com T. cruzi (YclH10) e
submetidas a triagem da mesma biblioteca de compostos farmacologicamente ativos
(biblioteca LOPAC) a fim de verificar o impacto do uso de células hospedeiras distintas
na selecdo de compostos em triagens de alto conteudo contra T. cruzi e, selecionar
compostos com atividade mais ampla sobre as diferentes linhagens infectadas. As
linhagens celulares utilizadas foram U20S, THP-1, VERO e L6; essas linhagens foram
escolhidas com base na aplicabilidade em ensaios baseados em imagens. Conforme
descrito na parte I, padronizamos o ensaio de alto conteudo para diversas células

hospedeiras, apesar de termos selecionado a U20S como célula hospedeira padrao
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pelas caracteristicas ja discutidas anteriormente. Em termos de cultura in vitro, todas as
linhagens celulares foram ajustadas as condi¢cdes de cultura basica de THP-1 - porque
as modificagdes no protocolo de cultura THP-1 seriam mais criticas para o desempenho
do ensaio com estas células. O meio de cultura RPMI com 20% de concentragédo de FBS
foi utilizado para todas as células hospedeiras de mamiferos. Como o estudo focou na
variagdo da infecgcdo e susceptibilidade aos compostos das diferentes células
hospedeiras, utilizou-se um clone de cepa Y (gerado por diluigdo limitante, clH10),
minimizando assim a variagao de padrdo de infecgao recorrente em populagdo nao-
clonal de parasitas cultivados in vitro.

Diferentes densidades celulares foram testadas para cada linhagem celular
(dados nao mostrados) para obter a confluéncia ideal ap6s 120 h de infecgéo parasitaria.
No entanto, o tempo distinto de duplicagdo de células e a resposta variavel a progressao
da infeccdo renderam um numero de células final dissimilar em cada sistema celular
hospedeiro, variando de 550 células no sistema THP-1 para 2.852 em VERO, enquanto
valores intermediarios de 1.145 e 2.202 células foram obtidos para U20S e L6,
respectivamente (tabela 12). Uma imagem tipica de cada sistema de célula hospedeira
infectada apos a padronizagdo € mostrada na figura 19. Apesar do numero total de
células entre as linhagens VERO e L6 serem proximas, e considerando que foram
infectadas sob o mesmo MOI (densidade de tripomastigotas adicionados pelo numero
de célula hospedeira semeada), a média da taxa de infec¢do (IR) para VERO (34,6%)
foi pelo menos 60% inferior a calculada para L6 (84,9%). Os padrdes de infecgéo ficam
ainda mais dispares se o indice de infectividade (lIF, taxa de infecgdo normalizada em
funcdo do MOI utilizado) for avaliado; o sistema da célula THP-1-parasita ranqueou o IIF
mais alto (19,1), j@ que mesmo sob um MOI reduzido atingiu pardmetros de infeccao
mais elevados em relagdo aos demais sistemas, proporcionalmente (tabela 12). Outra
diferenga explicita pode ser detectada para o numero de parasitas/célula infectada, pois
o resultado para linhagem L6 (13,3) € mais do que 7 vezes o numero atingido pelas
células VERO (1,8); o valor associado a THP-1 também foi relativamente alto (12,6),
enquanto uma razdo moderada pode ser observada para células U20S (5,24).
Resultados semelhantes sdo observados para o numero total de amastigotas no po¢o,

no entanto, o numero para THP-1 é significativamente menor como consequéncia do
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menor numero total de células hospedeiras em comparagdo com as demais linhagens
(tabela 12). A variabilidade intrinseca do sistema e as particularidades da linhagem
celular - como diferentes tempos de duplicagdo, sensibilidade distinta a infeccao por
parasita/exposi¢gao ao DMSO - estao envolvidas na heterogeneidade dos ensaios de alto
conteudo com as diferentes células hospedeiras. A discrepancia no numero total de
células, muito reduzido da linhagem THP-1 (550 células) em relagc&o as outras linhagens
celulares (~ 2.850 células na VERO) se da, principalmente, porque as linhagens de
células monociticas, como a THP-1, param de replicar depois da diferenciagdo em
células tipo macrofagos (234), enquanto as demais células utilizadas, como a VERO, se
dividem aproximadamente a cada 24 h (235). As outras linhagens replicativas, U20S e
L6, também apresentaram numero total de células relativamente menor, quando
comparadas as ceélulas VERO, provavelmente devido a efeitos lesivos causados pelas
maiores taxas de infec¢do, quando comparados com os controles n&o infectados (NI,
dados ndo mostrados).

Um procedimento de aquisicdo padrdo de quatro imagens/pogo foi usado para
este ensaio (para efeito comparativo). Como a entrada de células de T. cruzi nas células
THP-1 diferenciadas deve ocorrer tanto passivamente (fagocitose do parasita) quanto
ativamente (invasdo de células THP-1 por tripomastigotas), o MOI usado para esta
linhagem foi de 1/5 da relag&o usada para as outras linhagens celulares, ainda assim, a
THP-1 produziu um IIF superior. Além disso, a cepa Y de T. cruzi é classificada como
altamente macrofagotropica em vez de miotrépica (33—-35). Portanto, a invasao in vitro
de uma célula semelhante a um macrofago por esta cepa poderia ser favorecida em
comparagao com as outras linhagens. Além da heterogeneidade observada no padréo
de infecgdo entre as células hospedeiras, a variabilidade intrinseca de cada linhagem no
ensaio de alto conteudo (ou seja, o desvio dentro da placa de 384 pogos) é um parametro
essencial a ser avaliado em protocolos de triagem de alto conteudo.
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Tabela 13. Parametros gerais de screening de alto contetiido produzidos pela infecgao por cepa de
Y de T. cruzi com diferentes linhagens de células hospedeiras.

MOl IR [%]* dr;ll::?ﬂ:s Paras:fff’_ célula a’:f'a'gfgofaes z

U20Ss 20 516+28(26) 1.145+130 5,24 +0,74 6.053 £ 574 0.5
THP- 4 76,5+ 3,7 (19,1) 550 + 15 12,6 £1,10 4.131 + 638 0.7
VE1RO 20 34..6+4(1,7) 2.852+72 1,83 +£0,40 5.191 £ 951 04
L6 20 85+3,3 (4,2) 2.202 + 212 13,3 +0,41 13.970 £+ 1.415 0.8

*IR: taxa de infecg¢ao; entre parénteses esta indicado o indice de infectividade (lIF): porcentagem de células
infectadas/MOI. Valores indicam média + desvio padrao de experimentos realizados em quadruplicata.

Os heatmaps revelam a variabilidade da IR e do numero de células em cada
linhagem celular infectada ao longo de toda a placa de 384 pocos, tratadas apenas com
DMSO 1% (colunas e linhas das extremidades n&o foram utilizadas) (figura 19). Os
valores de IR mais consistente e o mais variavel foram atribuidos a L6 (CV: 0,07) e VERO
(CV: 0,18), respectivamente; observou-se a tendéncia inversa em relag&o a variagao do
numero de células, uma vez que a menor variagao foi gerada pela VERO (CV: 0,07) e a
mais alta para L6 (CV: 0,12).

Sabendo que o fator Z', que avalia a qualidade dos ensaios de screening, depende
essencialmente das diferengas médias entre valores dos controles positivos e negativos
e da variabilidade dentro de cada um dos controles, € natural que o ensaio com as células
VERO-parasita apresentou um fator Z' moderado, enquanto o das outras linhagens
celulares apresentaram valores considerados excelentes para ensaios de alto conteudo.
Embora o controle de qualidade de ensaios de alta performance considere como critério
de selegao apenas experimentos cujos valores de fator Z’ > 0,4 (excelentes), os ensaios
de qualidade moderada (0,2 < fator Z' <0,4) sdo geralmente aceitos no caso de
experimentos fenotipicos mais complexos (236).

Uma consequéncia direta de um IR superior, se pouco variavel em toda a placa
de ensaio, € a geracado de fator Z’' de alto padrao, indicando a boa confianga estatistica
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do ensaio e resultados de triagem, que implica a selecdo de compostos com atividade

desconhecida, estatisticamente confiaveis.
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Figura 19. Variagao de parametros analisados em diferentes células hospedeiras infectadas com T.
cruzi em microplacas de 384 pogos. Os heatmaps do painel esquerdo indicam os valores da taxa de
infecgao ao longo da microplaca, o painel central mostra variabilidade no niumero de células para diferentes
células hospedeiras - indice celular definido como a relagéo entre o nimero total de células no pogo pelo
numero médio de células na microplaca inteira. O gradiente de cor é indicado pela barra do lado direito
(vermelho: valores baixos e azul: valores altos). CV indica o coeficiente de variagao (relagdo entre desvio
padrdo e a média dos valores representados). As imagens representativas da infeccdo das células
hospedeiras sdo mostradas na coluna do lado direito. Barra de escala: 25 pm.

O fator Z’ inferior do ensaio com a célula VERO pode ser atribuido ndo apenas
aos seus parametros de infectividade relativamente baixos, mas também a variabilidade
interna da infecgao nos controles das placas de ensaio (figura 20). Proporcional ao grau
do fator Z’, uma janela de separagao entre pontos positivos (pontos inferiores do grafico)
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e controles negativos (pontos superiores do grafico) do parametro IR pode ser observada
na figura 20; quanto maior o fator Z' associado a um sistema de linhagem celular, maior
€ a diferenga no espaco grafico entre seus pontos de controle positivos e negativos. Além
disso, a variagao interna dentro de cada conjunto de controle, aqui representada pela
disperséo dos pontos no eixo Y (figura 20) também influencia o calculo do fator Z’; em
geral, diferentes sistemas de células hospedeiras apresentaram variagdo minima na
deteccdo de IR de controle positivo (falso positivo/detec¢do de detritos celulares), com
variagdo meédia de 0,006% entre as linhagens; no entanto, os valores do controle IR de
controle negativo atingiram uma variagao de ~25% (VERO) até ~40% (U20S e THP-1).
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Figura 20. Distribuicdo dos pontos dos controles negativo e positivo da triagem da biblioteca
LOPAC1280 das diferentes células hospedeiras infectadas com cepa Y de T. cruzi. U20S (pontos
azuis), THP-1 (pontos vermelhos), VERO (pontos amarelos) e L6 (pontos verdes). Eixo X: valores de taxa
de infec¢do para cada pogo controle (sinal de infecgao aparente detectada pelo software no controle
positivo — NI); eixo Y: referéncia do pogo nas microplacas de ensaio. Dados plotados a partir do controle
de seis microplacas de ensaio utilizada na (quatro contendo compostos da biblioteca + duas com as curvas
dose-resposta controle).

Os compostos referéncia BZL e NFX foram testados em dose-resposta contra T.
cruzi infectando as diferentes linhagens celulares. De maneira geral, BZL apresentou

uma baixa atividade nos ensaios, atingindo apenas 50% da inibicdo da infecgdo dentro
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das concentragdes testadas, com excegao da célula VERO (figura 21A). A atividade
maxima detectada para BZL foi significativamente heterogénea nas células hospedeiras,
variando de ~30% em THP-1 a ~75% em células VERO (figura 21B). Este perfil de
atividade & esperado para a Y clH10, que é parcialmente resistente ao benznidazole
(vide parte III).

O NFX exibiu um perfil de atividade mais consistente e eficaz no painel de
linhagens celulares infectadas; além disso, valores de atividade maxima mais elevados
para este composto foram observados, com ~96% de atividade maxima para VERO,
~78% para L6 e U20S e ~60% para THP-1. Similarmente ao BZL, o menor valor de
atividade maximo relatado também estava relacionado as células THP-1 (figura 21B).

Curiosamente, esses compostos nitroheterociclicos parecem ser mais ativos
guanto menores os valores de IR e numero de parasitas/ células infectadas, exceto para
a comparagéo entre os perfis de L6 e THP-1 (na qual a primeira apresentou maiores
valores de IR e numero total de células, mas foi mais susceptivel do que a segunda
linhagem). A atividade reduzida dos compostos nitroheterociclicos na linhagem celular
THP-1 pode estar associada ao estado metabdlico celular e ao microambiente
citoplasmatico hostil de um fagdcito profissional, cuja fisiologia celular afeta diretamente
a invasao, a replicagao e a progressao da infecgdo do parasita (32). Este estado celular
particular também pode interferir com propriedades farmacodindmicas dos compostos,
reduzindo assim a eficacia antiparasitaria. Ademais, respostas variaveis no tratamento
com compostos referéncia ja foram amplamente relatadas tanto entre diferentes cepas
de T. cruzi como entre pacientes de doenga de Chagas de localidades distintas, o que
sugere que a variabilidade genética das populagbes de T. cruzi entre diferentes
localidades pode estar correlacionada a diferenca de eficacia do tratamento
(78,206,217,237); adicionalmente, os dados apresentados aqui também sugerem que os
diferentes tecidos infectados por T. cruzi (e as composi¢des celulares tipicas) também
podem desempenhar um papel importante na variagdo da eficacia antiparasitaria dos

compostos a nivel celular.
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Figura 21. Perfil de atividade dos compostos referéncia benznidazol e nifurtimox contra diferentes
linhagens de células hospedeiras infectadas com T. cruzi. A. Curvas dose-resposta para compostos
de referéncia, eixo X: atividade normalizada dos compostos (em %); Eixo Y: Log da concentragéo do
composto (em molar); as cores dos pontos e curvas indicam as células hospedeiras distintas. Os valores
de R? (teste de adequagdo da curva) para as curvas de atividade de benznidazol e nifurtimox s&o
respectivamente 0,8 e 0,9 para U20S (azul), 0,5 e 0,8 para THP-1 (vermelho), 0,7 e 0,7 pata VERO
(amarelo) e 0,5 e 0,6para L6 (verde). B. Eficacia de nifurtimox (vermelho) e benznidazol (azul) dado pelos
seus valores maximos de atividade (eixo X) para células hospedeiras infectadas (eixo Y). Os dados
representam a média de dois experimentos independentes - barras de erro indicam desvio padrao; letras
iguais indicam que néo houve diferenga estatistica entre os valores (dentro do tratamento com o mesmo
composto) segundo teste ANOVA (one-way, p < 0,001).
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4.4.2. Screening da biblioteca LOPAC contra diferentes células hospedeiras
infectadas com T. cruzi

Uma biblioteca comercial contendo 1.280 compostos ativos farmacéuticos foi
testada contra a cepa Y de T. cruzi infectando as linhagens celulares distintas. Todas as
microplacas testadas foram consideradas aprovadas de acordo com os critérios de
controle de qualidade (discutidos em 4.5.1). A figura 22A mostra o esquema de triagem
da biblioteca; todos os 1.280 compostos foram testados contra os diferentes sistemas de
linhagens celulares infectadas em uma concentragéo unica de 10 uM e o primeiro critério
de selecao foi definido para filtrar compostos que apresentaram atividade normalizada =
50% e taxa de célula = 0,5. Este primeiro filtro de priorizagdo selecionou um numero
diferente de compostos para cada linhagem celular: 55 compostos para U20S, 16
compostos para THP-1, 28 compostos para VERO e 27 compostos para L6.
Desconsiderando as repeti¢cdes, 82 compostos foram selecionados a partir desta triagem
primaria; entre eles, apenas dois (2,4%) se encaixam nos critérios de sele¢do para todas
as linhagens celulares testadas em conjunto, enquanto nove (11%) e 20 (24,4%) foram
compostos comuns na selecdo de trés e duas linhagens celulares infectadas,
respectivamente.

Surpreendentemente, 51 compostos (62,2%) foram selecionados exclusivamente
a partir de uma linhagem celular infectada (figura 22B - grafico de pizza esquerdo -). Ao
investigar as linhagens infectadas com maior taxa de compostos exclusivos, as células
U20S infectadas exibiram a maior porcentagem com 27 compostos selecionados (53%),
seguido de VERO com 13 compostos (25%); THP-1 e L6 apresentaram a propor¢ao mais
baixa, com 6 (12%) e 5 (10%) compostos, respectivamente (figuras 22B - grafico pizza
direito - e 22C). O sistema de células THP-1 infectado produziu o menor numero de
compostos selecionados, provavelmente devido as limitagbes da linhagem celular
discutidas em 4.5.1.. Embora amplamente utilizada como um modelo de células de
macrofagos humanos, esta €, provavelmente, a primeira tentativa de usar as células
THP-1 para triagem de compostos anti-T.cruzi; o processo de diferenciagao artificial e
outras particularidades do protocolo THP-1 podem interferir com os desempenhos dos
compostos da biblioteca no ensaio antiparasitario.
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Enquanto VERO e L6 apresentaram numeros intermediarios de compostos
selecionados, U20S exibiu uma grande quantidade de compostos. Além disso, U20S
nao apresentou apenas um numero superior de compostos selecionados, mas também
o maior numero de compostos ativos foi listado para esta linhagem celular (figura 22).

Neste contexto, o numero reduzido de compostos selecionados que eram comuns
a todas as linhagens celulares (2,4% dos compostos selecionados) e o elevado numero
de compostos exclusivos a uma unica célula hospedeira (62,2% dos compostos
selecionados - figura 22B) sugerem que os resultados do screening primario gerados a
partir de linhagens de células infectadas distintas podem ser extremamente dependentes
da célula hospedeira empregada e sua interagdo especifica com o parasita, e
demonstram a relevancia de considerar a inclusdo de ensaios secundarios com um
painel de células hospedeiras como uma etapa adicional da cascata de triagem para
descoberta de farmacos para doenga de Chagas.

Dos 82 compostos selecionados, as células U20S e L6 foram as linhagens
infectadas que compartilhavam mais compostos em comum: 19, enquanto 12 compostos
foram compartilhados entre linhagens celulares U20S e VERO e apenas 10 compostos
entre linhagens celulares L6 e VERO; as outras combinag¢des duplas, triplas ou
quadruplas renderam menos de 10 compostos compartilhados entre as linhagens
celulares (figura 22C).

A susceptibilidade geral das células hospedeiras aos compostos selecionados
pareceu estar associada a uma condi¢ao vulneravel causada previamente por maior
infeccdo parasitaria/replicagao intracelular do parasita (ou seja, quanto maior a IR nos
pogos-controle, maior a citotoxicidade causada pelos compostos testados) (tabela 12 e
figura 23); novamente, esta observacgéo nao se aplica a linhagem THP-1, provavelmente
porque essa linhagem de células tipo macréfagos é naturalmente mais resiliente a agcao
de compostos, uma vez totalmente diferenciada (238).

Para continuidade em ensaios confirmatérios em dose-resposta os compostos
foram considerados hits se preenchessem os critérios de selecdo de 50% de atividade
normalizada e 0,5 de taxa de célula em pelo menos trés linhagens de células hospedeiras
infectadas (figura 22A); portanto, 11 compostos foram prospectados de acordo com este
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perfil e os ensaios confirmatorios foram realizados para melhor avaliar melhor os perfis
de atividade (figura 22A e figura 23).
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Figura 22. (Pagina anterior) Esquema de selegao e distribuicio de compostos oriundos da triagem
da biblioteca LOPAC nas diferentes linhagens celulares infectadas. A. Todos os 1.280 compostos
foram selecionados contra cada linhagem celular infectada com a cepa Y de T. cruzi: U20S, THP-1, VERO
e L6; diferentes quantidades de compostos escolhidos para cada célula hospedeira, utilizando os critérios
de selegao: atividade normalizada superior a 50% e taxa de célula superior a 0,5. Excluindo compostos
repetidos, a lista de hits inclui 82 compostos potenciais e apenas 11 amostras foram compartilhadas entre
pelo menos trés linhagens celulares (hits). B. Grafico esquerdo: porcentagem dos compostos
selecionados, distribuidos por uma (exclusiva), duas, trés ou quatro linhagens celulares infectadas. Grafico
direito: dissecando a distribuicdo de compostos exclusivos em relagéo as linhagens celulares especificas.
C. O diagrama mostra distribuigdo e compartilhamento de compostos potenciais entre as células
infectadas: nimeros coloridos indicam o numero exclusivo de compostos ativos para cada linhagem
celular, enquanto os numeros nas regides de intersecdo mostram compostos selecionados e
compartilhados nas respectivas linhagens celulares. U20S (azul), THP-1 (vermelho), VERO (laranja) e L6
(verde).

Uma lista contendo os 82 compostos selecionados é exibida na figura 24 em
ordem decrescente de atividade contra todas as linhagens celulares infectadas.
Conforme ja discutido acima, o sistema de células U20S infectadas apresentou 21
compostos que exibiram atividade normalizada (AN) > 80%, enquanto células THP-1
infectadas exibiram apenas dois compostos com o mesmo perfil de atividade. As
linhagens de células VERO e L6 exibiram, respectivamente, 13 e oito compostos cujas
ANs foram superiores a 80% (figura 23). Esses dados reforgam a hipotese de que o
sistema de célula U20S infectadas € mais propenso a selecionar compostos com maior
atividade ao passo que o sistema da THP-1 seleciona compostos com um perfil de
atividade menos eficaz, como ja observado nos testes com compostos referéncia (figura
21).



Composto
FPL 64170

Sertaconazole
AC-03253 lodide
Clomastine fumarato salt

CB1054 (Tretazicar)

NNC 55-0306 (UNIOATCE4GERM)
Indatraline hydrochloride

MLI24

Clotrimazole

AEG 3482 (63735.71.7)
Loperamide hydrochloride
Ketoconazolo

Entocavir

Pentamidine Isothionate
A-315456

Tyrphostin AG 1478
Nitidine chloride

Paroxetine HCI hemihydrate
Perifosine

Moxonidine hydrochloride
(S)+(+)- Camptothecin
Haloperidol

EU-0100695

CP-31308 dihydrochloride hydrate
Disulfiram (Tetraethylthiuram disulfide)
M-110

Caffelc acid phenethyl ester

Carbachol

LON-214117

Zimelidine dihydrochloride

Terfenadine

AZ191

GSK1838705A

PD153035 hydrochloride

54N-Ethyl-N- Isopropyl) amiloride (EIPA)
TO070907 (313516-66-4)

Ebastine

Allopurinol

Darifenacin hydrobromide

SB 269970 hydrochloride

MDL 28170
wWwL113
JWT74

PD 169316
C

dihyd

Pr Yy
U-101958 maleate
Maprotiline Hydrochloride
L-741,626

5<N,N- hexamaethylene) amiloride
CYMS50358

P-F-HHSID hydrochloride
(£)-Metoprolol (+)tartrate (56392-17.7)
1-Phenyl-3-(2- thiazolyl)-2- thiourea
Benazoline oxalate

S4+)-Fluoxetine hydrochloride
Metrazoline oxalate

Tacrine Hydrochloride (A3773)
Phenamil methanesulfonate
ML277

Phenytoin

Quinacrine dihydrochloride
Cephalosporin C zinc salt
2-Chioroadenosine
Fluoxetine hydrochloride
RepSox

Niclosamide

(B-168) ()-8 | hyd
BMS-189453

Artemaether

(D-033) (+)-8¢ hy I
Fluvoxamine maleate
Methoctramine

GR 127935 hydrochloride hydrate
Sulcephalosporin

Neboglamine

Carvedilol

Olvanil

Atividade normalizada (%) Taxa de célula Classe
|u208 THPA VERO L6 |U208 THP.1 VERO L&
|

E
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Legenda:
I ~tividade < 50% / taxa de célula < 0,5
Atividade 50 - 80% / taxa de célula 0,5 - 0,8
Atividade > 80% / taxa de célula > 0,8

\ Hits comuns em 3 linhagens de células
.| Hits comuns em 4 linhagens de células

Adrenoreceptor

Antibiético

Anticonvulsivo

Apoptose
Bioquimico

Colinérgico

Dopamina

Kinase/Fosfatase

Fosforilacao

Serotonina

3
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Figura 23. (Pagina anterior) Selegdo de compostos da biblioteca LOPAC contra linhagens celulares
distintas infectadas com T. cruzi: perfis dos candidatos a hits. Atividade normalizada (colunas a
esquerda) e taxa de células (colunas a direita) associados aos compostos selecionados no screening
primario, testados a 10 uM; cores destacadas indicam a faixa dos valores de atividade / taxa de célula:
<50% / 0,5 (vermelho), 50 - 80% / 0.5 - 0.8 (amarelo) e > 80/ 0.8 (verde). Cor cinza na lista de compostos
(dispostos por ordem decrescente de atividade) revela aqueles selecionados em trés linhagens celulares,
enquanto o azul claro destaca hits comuns nas quatro linhagens celulares. A ultima coluna a direita indica
a classificagdo dos compostos selecionados (de acordo com o perfil disponivel nas informagdes da
biblioteca) representada pelo cédigo de cores indicado na caixa da legenda.

As classes de compostos selecionados foram distribuidas em 35 categorias de
acordo com a classificacdo do fornecedor (padrao de cores, figura 23), e o grupo de
compostos associados a neurotransmissdo e sistema nervoso central (CNS)
apresentaram maior porcentagem entre os compostos selecionados: dopaminérgicos,
serotoninérgicos e adrenorreceptores ocuparam respectivamente 11%, 8,5% e 6,1% das
82 classes de compostos selecionados; também representando 6,1% dos compostos
selecionados, a classe dos histaminicos, colinérgicos e indutores de apoptose
destacaram-se entre as demais classes de compostos (estas outras representadas por
menos de 4% dos selecionados) (figura 23). No entanto, quando a frequéncia da classe
farmacoldgica na lista de compostos selecionados € comparada a da composigédo da
biblioteca toda (enriquecimento de uma classe), € notavel que nem os adrenoreceptores
e nem os colinérgicos foram enriquecidos nos resultados de triagem, ja que a frequéncia
dessas classes € proporcional no arranjo dos compostos da biblioteca (figura 24B). Além
disso, a neurotransmissdo e as classes do SNC ja foram relatadas como classes
promiscuas na geracado de hits off-target, isto €, apresentam baixa especificidade
(123,239). Por outro lado, os hits selecionados (aqueles compostos ativos/seletivos
contra, pelo menos, trés linhagens celulares) apresentaram um aumento significativo na
frequéncia quando comparado a composicao da biblioteca, especialmente no caso dos
azélicos e dos ligados a proteinas heat shock, que apresentaram >100 vezes o
enriqguecimento (figura 24C). O maior enriquecimento da biblioteca foi notado para
classe dos azolicos, como esperado, ja que € uma classe de compostos com elevado
potencial de atividade para cepa Y de T. cruzi; mas o enriquecimento também ocorreu
para as classes associadas a proteinas imunomoduladoras e heat shock, sob graus
similares (figura 24C). Outras classes de compostos apresentaram enriquecimento

moderado (>10 vezes), estre estas estdo as classes das imidazolinas, tirosina quinase,
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sinalizagdo celular, inducdo de apoptose, associadas ao ciclo celular, histaminicas e
interferentes dos canais de Ca*? (figura 24C); estas classes de compostos ja foram
associadas com atividade anti-T. cruzi em outros estudos (123,240-244).

Aparentemente, a distribuicdo das classes farmacoldgicas dos compostos
selecionados segue um perfil tipico de triagem de biblioteca de diversidade contra T.
cruzi, as classes de compostos mais ativos contra a maioria dos sistemas de células
infectadas sdo predominantemente conhecidas. Nota-se que, quando a selecdo dos
compostos € reduzida para aqueles ativos contra, ao menos, trés linhagens celulares
infectadas (selegdo de hits), um aumento significativo de enriquecimento é previsivel
para os compostos azolicos e para aqueles com mecanismos de acdo associados ao
DNA, classes amplamente exploradas na quimioterapia antichagasica. Porém, o
enriquecimento de selecdo de hits também envolveu compostos relacionados com
proteinas heat shock, canal de Ca?* e associados a sinalizagéo celular (figura 24C),
indicando que essas classes devem ser consideradas dentro de uma abordagem multi-
celular.

Apesar de nao termos observado uma correlagdo geral entre similaridade
quimico-estrutural dos compostos selecionados com seus perfis de atividade, uma
analise de aglomeracgéo hierarquica em cluster, realizada com base em estruturas de
compostos selecionadas, destacou quatro compostos estruturalmente semelhantes que
eram comumente ativos contra trés linhagens celulares infectadas: entecavir, cloridrato
de moxonidina, CB1954 e AEG 3482 (figura 24A). Além dessa correlagdo, néo foi
possivel estabelecer outras associagdes diretas com os resultados da classificagao
hierarquica com e os demais dados de atividade ou citotoxicidade dos compostos

restantes.
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4.4.3. Confirmagao de compostos hits contra diferentes cepas de T. cruzi

Considerando as diferencas evidentes observadas entre a atividade de compostos
dentro das linhagens celulares testadas, € possivel considerar que a variabilidade
observada neste modelo in vitro seja biologicamente relevante no curso da doenga, uma
vez que o parasita invade diversos tipos de células hospedeiras diferentes no mamifero
e a atividade dos compostos pode ser desigual dentro dos diferentes tecidos;
consequentemente, sugerimos que um composto hit seja ativo na maioria das linhagens
celulares infectadas testadas (neste caso, pelo menos trés linhagens celulares). Usando
este critério, 11 hits foram finalmente selecionados para ensaios secundarios, nos quais
foram testados de forma dose-resposta contra Y clH10, CL Brener e Sylvio X10/1.

Os 11 compostos foram testados em dez pontos de concentracido contra as trés
cepas de T. cruzi infectando a linhagem de células U20S (tabela 13). Os compostos de
referéncia BZL e NFX também foram usados, e os resultados foram compativeis com os
descritos anteriormente (4.5.1). Todos os compostos testados apresentaram indices de
seletividade elevados (sendo que a menor seletividade > 65). Além dos compostos de
referéncia e dos farmacos azois, ja bem estudados, destacamos as moléculas que
sobressairam com geracgéo de ECso <10 uM contra, pelo menos, duas cepas de T. cruzi
e com atividade maxima maior que 80%: CB1954, AEG3482, FPL 64176 e clemastina.

Alguns dos compostos selecionados testados foram menos potentes contra CL
Brener, o antifungico clotrimazol foi aproximadamente 200 vezes menos potente para
essa cepa, se comparado aos valores ECso encontrados para YcIH10 e Sylvio X10/1.
Outros compostos azolicos, como sertoconazol e cetoconazol, também foram pelo
menos 40 vezes menos potentes contra a cepa CL Brener. Esses resultados corroboram
nossos estudos, inclusive aqui discutidos, que concluiram que as cepas de T. cruzi

apresentam resposta variavel aos compostos de azdis, in vitro (206).
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Figura 24. (Pagina anterior) Agrupamento hierarquico em clusters e distribuicdo de frequéncia de
compostos e frequéncia dos compostos selecionados. A. Um dendograma de ligagdo Unica foi
construido por meio de clusters de aglomerizacdo hierarquica baseada hierarquicos com base em
semelhancas de compostos em pares, definidas usando os descritores Afom Pair e coeficiente de
Tanimoto (http://chemminetools.ucr.edu). Os destaques cinza nas listas de compostos mostram
compostos selecionados em 3 linhagens celulares, enquanto o azul claro destaca ataques comuns nas
quatro linhagens celulares. B. Comparagao de perfil de distribuigdo entre a frequéncia (em porcentagem,
eixo Y) de classe dos compostos (eixo X) dos 82 hits selecionados (colunas pretas) e a frequéncia em toda
a biblioteca de compostos (colunas cinzas). C. Classe farmacéutica dos 11 hits selecionados que foram
ativos contra, pelo menos trés linhagens celulares, sua frequéncia neste conjunto selecionado e a
respectiva taxa de enriguecimento que indicando o aumento na frequéncia em relagéo a toda a composicao
da biblioteca.

Discrepancia semelhante também foi observada para os compostos nao-azélicos,
tais como a tirfostina AG1478 e o entecavir, que ndo geraram valores de ECsg contra a
cepa CL Brener, apresentando, portanto, uma eficacia contida. Por outro lado, CL Brener
foi excepcionalmente mais suscetivel (em termos de poténcia), quando comparado a
Sylvio X10/1 ou Y clH10, aos compostos BZL, CB1954, mibefradil e clemastina (tabela
13, figura 25). A maior susceptibilidade das cepas pode estar relacionada ao fato de
esses compostos atuarem em mecanismos de acdo mais amplos ou inibirem alvos
altamente conservados dentro das cepas de T. cruzi. Por exemplo, o CB1954 que
apresentou a maior poténcia contra as cepas, € um composto nitroheterociclico com
atividade anti-tripanosomatideo relatada (245); mibefradil € um bloqueador n&o-
dihidropiridinico de canais de Ca?* com atividade conhecida contra T. cruzi e Leishmania
spp. (246); e a clemastina € um composto anti-histaminico com atividade contra T. cruzi
em monoterapia e combinado com farmacos referéncia (122). Ndo foram encontrados
relatos de atividade anti-T.cruzi pra os compostos AEG3482 e FPL 64176, que também
apresentaram eficacia e poténcia satisfatérias em amplo espectro de agao contra as
cepas testadas; enquanto o primeiro parece induzir a expressao da proteina heat shock
70 e inibir a apoptose celular (247), o segundo é um composto benzoil-pirrol que atua
como um forte ativador de Ca?* (248).

O mecanismo de agéo anti-apoptético de AEG3482 deve ser melhor investigado
em relagdo a inibicdo da infecgdo por T. cruzi, alternativamente, o composto também
pode atuar contra outro alvo ndo descrito no parasita ou na célula hospedeira. Sabendo
que o desequilibrio da homeostase de Ca?* ja foi demonstrada como uma abordagem
importante na eliminagdo de T. cruzi (249), com varios compostos descritos com potente
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atividade anti-T.cruzi, como a amiodarona, o posaconazol (250) e mibefradil (246); FPL
64176 foi descrito aqui, pela primeira vez, como um agente anti-T.cruzi com atividade de
amplo espectro contra diferentes linhagens de células infectadas e cepas distintas do
parasita, sem consequéncias prejudiciais significativas para as células hospedeiras. Os
hits selecionados também foram testados contra a célula L6 infectada com parasitas da
cepa Y de T. cruzi, no mesmo esquema de dose-resposta; os valores associados a
poténcia, eficacia e seletividade foram conservados nessa linhagem celular (dados nao
mostrados), com excegdo do composto mibefradil que ndo apresentou valor de ECso
nesta linhagem celular (inclusive com valor de atividade maxima < 40%). A atividade
deste composto e sua citotoxicidade contra essa linhagem celular ja haviam sido
moderada e baixas, respectivamente, no screening primario.

A triagem da biblioteca LOPAC com T. cruzi infectando diversas linhagens
celulares mostrou que, ao menos no screening primario, existe um baixo indice de
selecao de compostos em comum para as diferentes células hospedeiras infectadas, na
qual apenas dois compostos selecionados foram comuns em todas as quatro linhagens
celulares (clemastina e FPL 64176); notou-se também que dos compostos selecionados,
51 foram exclusivos de uma unica linhagem de célula. Os ensaios confirmatérios em
dose-resposta foram realizados contra trés cepas de T. cruzi (Y clH10, CL Brener e Sylvio
X10/1) e os compostos CB1954, FPL64176, AEG3482 e entecavir destacaram-se entre
os hits, apresentando valores de ECsg inferiores a 10 yM e CCsg superiores a 100 yM em
pelo menos duas cepas de T. cruzi.
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Tabela 14. Confirmagao dos compostos hits da LOPAC: compostos testados em dose-resposta (10
pontos de diluigao) contra células U20S infectadas com cepa Y de T. cruzi. Os valores representam
os resultados ECso (em uM) - quando gerados - e atividade maxima (em %).

Y clH10 CL Brener  Sylvio X10/1

Composto Estrutura quimica ECso MA ECsy MA ECs MA
®M) (%) ®©M) (%) (M) (%)

=
Benznidazol NYN\/{LH“© 2.2 97 89 103 09 110

NO,
(\so2

. . J o) X, N
Nifurtimox ON\@/\N W) 0,9 102 4,9 97 0,3 98

3

ol

N

N N\
Cetoconazo LS <02 99 8.4 61 <02 94

I OQ%

NO, o
NH,
CB1954 <0,4 102 <0,4 73 <0,4 92
O,N

N
PARN

N@ 11 102 39 8 05 97

AEG3482 /4 )_N

HZN’

cho“fo
Mibefradil w 111 82 106 122 63

CH3HC

Sertoconaz Qj * HNOs 1,4 101  >100 46 3,1 87
/\‘



Tabela 13. Continuagao
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Y clH10 CL Brener  Sylvio X10/1
Composto Estrutura quimica ECso MA ECsy MA ECs MA
MM) (%) M) (%) (M) (%)
N
U Y g
N
Clotrimazol $ ) Q) <02 97 696 76 05 82
o)
N
LY
Entecavir HNTNT R 32 80 >100 15 07 87
. OH
HO
cy
Cloridrato NP NN
de PO, 10,1 109 14 88 74 81
moxonidina N ?
Tirfostina 57 79 >100 29 66 79
AG1478
FPL 64176 2,2 97 12,5 79 4.3 84
Clemastina 0,9 111 7,6 87 17,6 83

* quando o valor ndo é gerado: EC50 < minimo ou EC50 > concentragdo maxima testada. Resultados
derivados de um unico experimento. Fontes das estruturas quimicas: (https//sigmaaldrich.com) e
(https//pubchem.ncbi.nim.nih.gov).
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Benznidazol Sertaconazol Cetoconazol =8~ Sylvio X10/1
1251 1251
125 =& Y clH10
1001 100 — 1007 5 e CL Brener
754 75 : 754
50 50- 50
251 25- 254
0 O v 1 — " 0
5 -4 -3 v _73 3
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CB1954 Moxonidina
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e
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N ]
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(0]
© . . -
m© Mibefradil Tirfostina
© 125 125+ 1257
-_é 00 100 100
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0 - - 0 , 0
. . ° 3 H -3
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25
3 4
-25 .
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Log [composto], M

Figura 25. Ensaios de confirmagado de compostos hits: teste em dose-resposta contra cepas de T.
cruzi Y, CL Brener e Sylvio X10/1. Eixo X: atividade normalizada dos compostos (em %); Eixo Y: Log da
concentragao do composto (em molar); pontos e curvas coloridos indicam diferentes cepas de T. cruzi: Y
(vermelho), CL Brener (azul) e Sylvio X10 / 1 (preto). A linhagem celular U20S foi utilizada como célula
hospedeira para a realizagao desses ensaios.
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4.4.4. Combinacao dos compostos hits da LOPAC com farmacos referéncia

Uma tendéncia na descoberta de farmacos contra doenca de Chagas € a
abordagem da terapia combinatéria usando medicamentos de referéncia e / ou novos
compostos ativos, a fim de aumentar a eficacia da terapia, diminuir os efeitos colaterais
com reducao das doses terapéuticas e evitar a emergéncia da resisténcia (173,251).

Para os testes combinatérios, foi decidido pela selecdo dos compostos mais
potentes (ECso <10 uM) e que apresentaram atividade maxima superior a 80% contra,
pelo menos, duas cepas de T. cruzi, foram eles: CB1954, AEG3482, entecavir e FPL
64176. Apesar de se adequarem nos critérios, os compostos clemastina e os azois nao
foram selecionados, pois ja foram amplamente estudados contra T. cruzi. Os compostos
foram comprados do fabricante e re-testados para confirmagao de atividade antes do
inicio dos testes em combinacdo; curiosamente, o AEG3482 apresentou um valor de
ECso elevado (ECso > 80 uM) e baixa seletividade (S| < 1) neste teste preliminar, com
citotoxicidade bastante elevada em comparagdo com o observado no screening primario
e, portanto, ndo foi considerado para os testes em combinacéo.

ApoOs aquisicdo dos resultados das analises de alto conteudo, os dados foram
processados e foram determinados os valores de FIC (fractional inhibition concentration)
para cada combinacao realizada. As interagdes do BZL com entecavir e com FPL 64176
apresentaram médias de 2FIC em torno de 1,8 e 1,1, respectivamente, o que caracteriza
uma interagao aditiva/indiferente (tabela 14); é possivel notar também, através do
isobolograma, que os pontos médios da interagdo entecavir-BZL estdo bem acima da
linha da aditividade, enquanto os pontos plotados da interagdo FPL-BZL tangenciam esta
linha (figura 26A e 26C). Ja o entecavir e o FPL 64176 associados com o posaconazol
geraram médias de 2FIC de 1,8 e 1,5, respectivamente, e também foram caracterizadas
como aditivas ou indiferentes (tabela 15 e figura 26B e 26C).
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Figura 26. Isobologramas de combinagcdo entre hits da biblioteca LOPAC com os compostos
referéncia. A. Combinagéo entre entecavir e benznidazol; B. Combinagao entre entecavir e posaconazol;
C. Combinacéo entre FPL 64176 e benznidazol; D. Combinagéo entre FPL 64176 e posaconazol. Graficos
tragados a partir da média entre dois experimentos independentes.

Apesar de nenhuma interagdo entre os compostos ter sido classificada como

sinérgica (média de 2FIC < 0,5), ao menos ndo apresentaram perfis de antagonismo

(média de ZFIC > 4) sob as razbes de concentracdes testadas.

Os testes de combinacéo realizados com o composto CB1954 falharam devido a

baixa densidade celular e taxa de infeccdo reduzida no experimento (dados néao

mostrados). O teste sera repetido futuramente.
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Tabela 15. Perfil de combinagdo do composto referéncia benznidazol (BZL) com os compostos
selecionados da biblioteca LOPAC FPL 64176 (FPL) e entecavir (ENT), destacando os valores de FIC
e o modelo de interagdo entre as moléculas.

Composto Proporgao ECso ECso FIC FIC ZXZFIC Modo de
BZL hit BZL hit interagao
ECso BZL: ECso (HM) (HM)
hit
5:0 16,2 + 0 1 0
2,9
4:1 16,2 + 0,4+ 0,99 0,14 1,13
8,5 0,2
3:2 12,6 £ 0,8+ 0,77 0,29 1,06
EpL 7,6 0,4 Aditivo ou
2:3 80+04 13+ 054 046 1,01 Indiferente
0,7
1:4 54+18 2,2+ 0,32 0,74 1,08
0,7
0:5 0 29+ 0 1
1,0
5:0 14,6 £ 0 1 0
5,0
4:1 15,7 £ 0,7+ 1,07 0,47 1,55
2,7 0,1
3:2 179+ 2,0+ 1,23 1,43 2,66
e . 3,3 0,4 Aditivo ou
ntecavir indif ¢
2:3 64+02 16+ 044 1,15 1,59 Indierente
0,1
14 2,7+0,3 1,8+ 0,18 1,29 1,47
0,2
0:5 0 14 + 0 1
0,1

Os dados de ECso representam a média + desvio padrao dos valores obtidos em dois experimentos

independentes.



125

Tabela 16. Perfil de combinagdao do composto referéncia posaconazol (PSL) com os compostos
selecionados da biblioteca LOPAC FPL 64176 (FPL) e entecavir (ENT), destacando os valores de FIC
e o modelo de interagdo entre as moléculas.

Composto Proporgao ECso ECso hit FIC FIC ZXFIC Modo de
ECso PSL: ECsg :Binl_) (nM) BZL hit interagao
hit H
5:0 114+ 0 1 0
2,8
4:1 12,1+ 1,3+x0,6 1,06 0,93 1,99
0,8
FPL Aditivo ou
3:2 74+12 15+£02 064 1,06 1,70 ; giferente
2:3 27+02 13+0,1 0,24 0,88 1,12
1:4 1,3+0,2 16+0,2 0,11 1,14 1,25
0:5 0 14201 O 1
5:0 10,8 + 0 1 0
0,8
4:1 90+£0,7 1101 0,83 141 2224
_ 3:2 48+02 16+01 044 200 244 Ajitivo ou
Entecavir indif
2:3 1,3+05 09+04 012 1,18 1,30 ndiferente
1:4 0,5+ 1,0 0,04 1,20 1,24
0,02 0,04
0:5 0 08+£0,1 O 1

Os valores de ECso representam a média + desvio padrdo dos dados obtidos em dois experimentos

independentes.
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4.5. Influéncia de diferentes cepas de T. cruzi em HCS: triagem da biblioteca
Pathogen Box

4.5.1. Escolha das cepas e teste no modelo do ensaio de alto conteudo

Considerando o volume limitado no estoque de compostos disponivel na
Pathogen Box, foram priorizadas trés cepas de T. cruzi para serem submetidas a triagem
primaria desta biblioteca. As cepas escolhidas de grupos filogenéticos distintos (DTU)
foram a Sylvio X10/1 (Tcl), Y (Tcll, aqui representada pelo clone Y cIH10, cujo processo
de derivagéo e caracterizagao fenotipica esta descrito na terceira parte desta tese) e CL
Brener (TcVI). A selegao destas cepas baseou-se na importancia epidemiolégica desses
grupos filogenéticos, predominantemente associados com o ciclo doméstico da doenga
de Chagas (252), além de possuirem um padréo de infectividade ideal para triagem de
compostos (alto rendimento de tripomastigotas em cultura, elevada taxa de infecgéo
baixa variabilidade entre ensaios).

Como controle de qualidade da triagem, as cepas foram submetidas a um teste
de atividade com compostos referéncia (BZL e PSL). O perfil de atividade do composto
BZL foi mais homogéneo para as cepas testadas, apesar da resisténcia parcial que pode
ser observada para Y clH10 (ECso = 22,7 yM, MA < 90%), o que ja era de nosso
conhecimento (ver parte lll) ja a poténcia e eficacia observadas para as cepas CL Brener
e Sylvio X10/1 foram semelhantes (ECs0= 3,9 yM/ MA = 107,6% para CL Brener e ECs
= 3 uM/ MA = 98,4% para Sylvio X10/1). O PSL apresentou atividade variavel contra as
cepas, principalmente em termos de poténcia (com valores de ECsp variando de 0,7 a
2,9 nM), enquanto a eficacia foi mais consistente, atingindo 85%, 92% e 97% de atividade
normalizada para Sylvio X10/1, CL Brener e Y clH10, respectiamente (Figura 27).
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Figura 27. Perfil de atividade dedos compostos benznidazol e posaconazol sobre cepas utilizadas
na triagem da biblioteca Pathogen Box. Eixo Y indica a atividade normalizada dos compostos BZL
(esquerda) e PSL (direita) enquanto o eixo X marca o Log da concentragdo dos compostos (em molar).
Curva dose-resposta da atividade dos compostos sobre as cepas estao indicadas pelas cores: Sylvio X10/1
(preto), Y clH10 (vermelho) e CL Brener cl1 (azul); as mesmas cores indicam os respectivos valores de
ECso para os compostos em micromolar (BZL) e nanomolar (PSL).

4.5.2. Screening da biblioteca Pathogen Box contra diferentes cepas de T.
cruzi

Toda as placas utilizadas na triagem da biblioteca foram consideras aprovadas
com valores médios do fator Z' de 0,8 + 0,01 para Sylvio X10/1, 0,5 £ 0,02 para Y clH10e
0,6 £ 0,02 para CL Brener. Estes valores refletem o grau de variagédo (de cada cepa: em
termos de perfil de infecgdo, replicagcdo de amastigotas intracelular) e a separagéao
gerada entre os controles negativo e positivo; na figura 28 € possivel visualizar a maior
separagao entre os controles no ensaio com Sylvio X10/1em comparagdo com as demais
cepas. O grau elevado de separagao dos controles, juntamente com a homogeneidade
da infecg&o entre os pogos formam elementos essenciais para geragao de um fator Z’' de
alta qualidade. A maior separagao dos controles se da também, em parte, pela maior
taxa de infecgdo observada para Sylvio X10/1 (IR de aprox. 80%) em relagdo aquelas
constatadas para Y-H10 (IR de aprox.66%) e CL Brener (IR de aprox.48%); esses dados
corroboram os resultados apresentados nos ensaios de validacao das cepas de T. cruzi
(figura 18), exceto para cepa Y cujo estoque utilizado nesta triagem foi outro (clH10).
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Figura 28. (Pagina anterior) Triagem da biblioteca Pathogen Box contra cepas de T. cruzi. Correlagdo
entre taxa celular (eixo Y) e atividade normalizada (em %, eixo X). Pontos vermelhos representam pogos
do controle negativo (C-, DMSO 1%), pontos amarelos representam pogos do controle positivo contendo
células nédo infectadas (C+, NI), pontos cinzas indicam as amostras testadas da biblioteca. A delimitagédo
retangular tracejada indica os hits selecionados com minimo de 0,8 de taxa celular, sendo os 20 compostos
com maior atividade normalizada para cada uma das cepas de T. cruzi testadas: Sylvio X10/1 (grafico
superior), Y clH10 (grafico do meio) e CL Brener cl1 (grafico inferior).

A quantidade de compostos ativos no screening primario foi relativamente grande
(figura 28), provavelmente devido a uma concentrag&o unica de 20 uM utilizada, pois a
mesma placa estoque foi preparada para a triagem contra Leishmania spp. (na qual
usualmente as bibliotecas s&o testadas a 20 pyM); os resultados obtidos no screening
destes kinetoplastideos serdo comparados.

Com intuito de fazer uma analise comparativa entre as cepas, o critério utilizado
para selecao dos compostos foi dos 20 mais ativos para cada cepa de T. cruzi com taxa
de célula minima de 0,8. O perfil geral da atividade dos compostos da biblioteca variou
de acordo com a cepa testada; a selegéo de hits, delimitada na figura 28, evidencia que
a faixa de atividade dos compostos selecionados variou significativamente entre as
cepas. A selecdo dos hits para Sylvio X10/1 abrange compostos na faixa de 72% - 98%
de atividade normalizada; ja os hits de Y clH10 restringem-se na faixa de 89 — 100%,
enquanto aqueles selecionados contra CL Brener variam apenas entre 97 — 110%. Este
perfil de selec&o revela nitidamente a maior susceptibilidade de algumas cepas (como a
CL Brener) em relagéo a outras (como a Sylvio X10/1 e a Y cIlH10) e da importancia em

testar compostos anti-T. cruzi contra um painel de cepas.

4.5.3 Perfil dos compostos hits selecionados da biblioteca Pathogen Box

Partindo dos critérios de selegcédo (20 compostos mais ativos de cada cepa, com
taxa de célula minima de 0,8), 42 hits foram selecionados no total, ja considerando
aqueles comuns entra as cepas. CL Brener apresentou a maior quantidade de hits
exclusivos (11), seguida da Y cIH10 (9) e da Sylvio X10/1 (8); ja as cepas Y clH10 e
Sylvio X10/1 compartilharam um maior numero de hits entre si (5). Apenas quatro
compostos hits foram comuns entre as cepas testadas (figura 29A).
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Curiosamente, dois compostos relacionados com filariose linfaica (MMV687776)
e tuberculose com (MMV687749) foram selecionados como hits comuns entre duas
cepas (Sylvio X10/1 x CL Brener e Sylvio X10/1 x Y clH10, respectivamente); ja os
compostos nifurtimox e posaconazol (dois dos 26 compostos referéncia para diferentes
patdogenos da composi¢ao da biblioteca) s6 foram selecionados contra uma unica cepa
(Sylvio X10/1 e Y cIH10, respectivamente) (tabela 16). Sabendo que a falha terapéutica
e baixa eficacia do posaconazol pode ser explicada, em parte, por variacbes de
susceptibilidade as diversas cepas de T. cruzi, este ensaio e seus resultados
preliminares reforcam a importancia de triar os compostos contra um painel de cepas a
fim de priorizar aqueles com amplo espectro de atividade. Conforme esperado, as
classes dos hits selecionados desta triagem que obtiveram maior enriquecimento de
compostos (maior frequéncia entre os hits em relagéo a frequéncia na biblioteca), foram
as dos kinetoplastideos e dos compostos referéncia com aumentos de aproximadamente
3x e 2x de frequéncia dos hits em relacdo a da biblioteca (figura 29B). Porém, é
interessante notar que quase 10% (10 de 116 no total) dos compostos associados a
tuberculose disponiveis na biblioteca foram selecionados como hits anti-T. cruzi, o que
reforca a ideia de um possivel reposicionamento de compostos (figura 29B e tabela 16).

Outros compostos referéncia que foram selecionados contra apenas uma das
cepas testadas foram a clemastina, a miltefosina e a buparvaquona. Selecionados
apenas contra a cepa CL Brener de T. cruzi, a clemastina € um anti-histaminico com
atividade anti-T. cruzi ja descrita (122) que também foi selecionado por nos na triagem
da biblioteca LOPAC (segcao 4.4.); ja a miltefonsina € um composto referéncia no
tratamento de leishmanioses e com atividade antichagasica reportada (253,254).
Buparvaquona é um composto naftoquinona utilizado contra a teileriose tropical em gado
(255), seu mecanismo de agao esta associado ao bloqueio de canal de calcio e ja foi
descrito contra T. cruzi e Leishmania spp. (256). O benznidazol, presente entre os
compostos referéncia que compdem a biblioteca, nao foi selecionado para nenhuma
cepa testada ja que, como esperado, atingiu valores de atividade normalizada menores
que 80% sob a concentragao de 20 uM testada.
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Figura 29. Perfil dos compostos selecionados na triagem da Pathogen Box para diferentes cepas
de T. cruzi. A. Diagrama de Venn mostrando o numero de compostos hits selecionados contra cada cepa
de T. cruzi Y clH10 (vermelho), Sylvio X10/1 (preto) e CL Brener (azul), numeros nas areas de intersecgéo
revelam a quantidade de hits comuns entre as cepas. B. Grafico mostra a frequéncia (eixo Y, em %) dos
compostos em cada grupo de classificagdo da biblioteca (eixo X), barras azuis indicam frequéncia da
biblioteca e as barras cinzas indicam a frequéncia dos compostos entre os hits selecionados.
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Os compostos que mais se destacaram desta triagem foram os quatro comuns
para as trés cepas testadas: MMV689028, MMV689029, MMV688958 ¢ MMV688795,
todos originados da porg¢ao da biblioteca relacionada com kinetoplastideos (figura 29A
e tabela 16). Os compostos MMV689028 e MMV689029 s&o benzil-piperazinas que
tiveram sua atividade primeiramente identificada no programa de triagem de compostos
anti-kinetoplastideos da farmacéutica GSK (153). MMV689028 apresentou atividade
elevada contra CL Brener e Y clH10 (108,6 e 93,6%, respectivamente) e uma atividade
moderada em Sylvio X10/1 (82,6%); um perfil semelhante foi observado para o composto
analogo MMV689029, com 106,9, 91,2 e 85,3% de atividade contra CL Brener, Y clH10
e Sylvio X10/1. Os compostos MMV688958 e MMV688795 sao quimicamente
relacionados com o grupo dos 2-aril axazolico, que possui atividade conhecida contra T.
b. rhodesiense (257), no entanto, o alvo terapéutico dessas moléculas permanece
desconhecido. Estes compostos foram originalmente identificados com atividade anti-T.
brucei e anti-T. cruzi durante uma companha de otimizacdo de composos leads contra
T. b. brucei (258); neste estudo, as atividades de MMV688958 e MMV688795 foram mais
reduzida contra Sylvio X10/1 (78,4 e 79,4%, respectivamente), quando comparadas com
as atividades de MMV689028 e MMV689029. Por outro lado, MMV688958 mostrou-se
proporcionalmente mais eficaz contra Y clH10 (100,1%), sendo o hit com maior atividade
nessa cepa e o segundo mais eficaz contra CL Brener (110,2%) (tabela 16); o composto
MMV688795 apresentou 91,9 e 101,2% de atividade normalizada contra Y clH10 e CL
Brener, respectivamente.

Esses compostos também apresentaram um perfil promissor de atividade contra
T. cruzi e T. brucei na triagem desta mesma biblioteca Pathogen Box por outro grupo
(259); porém, o teste destes compostos contra diversas cepas de T. cruzi nunca havia

sido realizado anteriormente.
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Tabela 17. Lista dos compostos hits selecionados na biblioteca Pathogen Box com os valores de
atividade normalizada (em %) para cada cepa de T. cruzi testada. Valores marcados referem-se aos
hits exclusivos de uma tnica cepa (azul), em comum para duas cepas (amarelo) e em comum entre
as trés cepas (verde). Valores escritos em vermelho nao passaram pelo critério de taxa de célula >
0,8. Legenda indicativa da classe dos hits a direita.

Atividade normalizada (%) |
Composto Y clH10 | CLBrener| Sylvio X10/1 Tubsrculoss
MMV688796 94,0 109,9 98,0
MMV688122 105,4 101,3 66,0
MMV032967 95,3 412 75,2 | Filariose linfitica
MMV011903 76,0 104,5 85,4 Composto Referéncia
MMV6E87706 104,4 93,7 80,1
MMVE87776 90,7 106,5 13,3
MMV687749 96,5 75,1 74,3
MMV676401 86,2 99,8 71,1
MMV6E89060 91,2 86,0 11,0
MMV689028 93,6 108,6 82,6
MMV688846 98,0 107,4 101,0
MMVE88943 93,6 82,0 70,0
MMV689029 91,2 106,9 85,3
MMV688467 93,3 93,1 77,3
MMV688942 90,9 90,6 79,9
MMV6E76048 88,4 61,4 72,2
MMVE87703 97,9 85,1 58,1
MMV687248 90,0 106,7 68,0
MMV688125 89,8 52,3 37,0
MMVE88274 96,1 88,2 68,7
MMVE90103 93,5 105,3 86,7
MMVE88124 91,9 28,0 33,1
MMV688514 75,8 104,8 77,0
MMV688797 87,8 96,6 82,4
MMV6E88756 6,5 110,1 10,0
MMVE90102 95,2 84,0 85,0
MMVE89709 79,1 97,3 76,4
MMV688279 94,2 99,1 95,3
MMV688936 90,0 23,0 60,2
Posaconazol 92,4 74,3 63,3
Clemastina 102,3 111,7 70,7
MMV024937 95,8 62,7 92,6
MMV688958 100,1 110,2 78,4
Buparvaquona 87,8 102,7 65,4

MMV6E63250 98,5 103,6 90,6
MMV6E76159 87,3 95,4 7Tl
MMVE88795 91,9 102,1 79,4

Nifurtimox 85,6 94,8 82,2
MMV689243 72,2 86,0 80,6
MMVE88415 86,5 107,2 75,7
Miltefosina 72,2 97,9 70,7
MMV6E88550 100,2 103,2 87,8

Até o momento, apenas o estudo da triagem primaria foi concluido em relagdo ao

teste da biblioteca Pathogen Box contra cepas de T. cruzi, pretende-se confirmar a
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atividade dos hits selecionados com intuito de obter os valores de ECso, CCso € atividade
maxima, além da taxa de confirmagao para cada cepa testada. Os dados também serao
comparados com resultados obtidos na triagem contra L. infantum e L. donovani (estudo
em andamento).

Apesar de preliminares, os resultados ja apontaram para uma divergéncia no perfil
de atividade da biblioteca de compostos entre diferentes cepas de T. cruzi, mesmo
quando testada sob uma concentragdo mais elevada (20 yM) e sendo composta por
farmacos referéncia ou moléculas com atividade anti-T. cruzi conhecidas, o que pode
impactar na selegdo de compostos hits. Os resultados da triagem permitiram a
identificagcdo de quatro compostos eficazes contra T. cruzi, ja identificados em outras
campanhas de triagem; porém, a identificagdo do amplo espectro de acdo dessas
moléculas contra as cepas de T. cruzi aqui testadas refor¢ca ainda mais o interesse nos

compostos como potenciais quimioterapicos antichagasicos.

Parte lll: Estudos de resisténcia do T. cruzi ao ravuconazol: caracterizagao

fenotipica e identificagcao de uma nova mutagcao na CYP51

4.6. Obtencao e caracterizacao fenotipica dos diferentes clones H10

Com o objetivo de caracterizar melhor a resisténcia de T. cruzi a compostos
azolicos, um estudo de selecdo de resisténcia ao ravuconazole foi iniciado por nosso
grupo de pesquisa no Institut Pasteur Korea. Para tanto, foi utilizado um clone derivado
da cepa Y por diluigao limitante, aqui chamado de Y clH10.

O Y cIH10 foi cultivado na presencga de ravuconazol (RVL) sob concentragdes
crescentes; tentou-se manter o fitness (capacidade de invaséo celular, de replicagéo das
formas de epimastigota e amastigota e de diferenciagao in vitro) do clone ao alternar a
pressdao do composto ao longo da infecgao continua das células in vitro (pressao on/off
do farmaco). Apos aproximadamente 12 meses em cultura sob pressao on/off de RVL,
foi possivel recuperar diferentes estoques populacionais do Y clH10 (tabela 4). Nosso
trabalho se iniciou a partir da caracterizagao fenotipica do clone parental, sensivel ao
RVL, e os clones derivados apds o processo de selecdo de resisténcia, O clone H10-R
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tem crescimento relativamente lento em comparacédo com H10-S e H10-LT, os clones
resistentes também apresentam uma capacidade de infec¢ao reduzida (figura 30). Além
disso, observamos que o periodo de recuperacgao foi ainda maior para os clones H10
que foram cultivados em niveis intermédios de resisténcia (2 - 256 nM), esses clones (e
também o clone que cresceu sob 1 uyM) apresentaram crescimento menos estavel e
menor capacidade de infectividade do que o padrdo H10-R, que cresceu sob 500 nM
(dados nao mostrados). Portanto, H10-R foi selecionado como clone padréo para
avaliagcdo no ensaio de alto conteudo.

A avaliagdo multiparamétrica da infecgao in vitro de cada clone H10 em células
hospedeiras U20S é detalhada na figura 30. A taxa de infecgdo do clone H10-R foi pelo
menos 2 vezes menor do que o obtido para H10-S e H10-LT; um resultado semelhante
pode ser observado para H10-R-NP (figura 30B). Enquanto o numero médio de
amastigotas por célula infectada foi significativamente menor para o clone H10-R quando
comparado com os clones H10-S e H10-LT, mas n&do se comparado com H10-R-NP,
mesmo considerando que estes clones foram adicionados no ensaio a uma densidade
de maior de tripomastigota/mL (figura 30C). Conclusdo semelhante pode ser assumida
em relagdo ao numero total de amastigotas, uma vez que este parametro para o clone
H10-R é significativamente inferior ao observado para H10-LT (figura 30D). A lise de
células U20S relativamente alta € uma consequéncia direta do indice de infectividade
superior e maior crescimento intracelular dos clones H10-S e H10-LT (figura 30B e 30C),
portanto, o numero total de células hospedeiras € reduzido para esses clones quando
comparado ao H10-R e H10-R-NP, apos 120 h de infecgéo (figura 30A). Os resultados
das avaliagdes intracelulares corroboram os dados obtidos a partir de infecgcdes de LLC-
MK:> pelos clones H10 na rotina de cultivo em frascos de cultura: maior proporcao de
tripomastigotas no sobrenadante de cultura observada para H10-LT e H10-S (> 2,5x10’
tripomastigotas/mL) enquanto uma relagdo menor foi observada para H10-R (<1,0x10’
tripomastigotas/mL), bem como um pico de tripomastigotas no sobrenadante
relativamente tardio para este ultimo clone, evidenciando a taxa de replicacao limitada
do clone resistente a RVL. A diferenga notavel entre os estoques H10-S e H10-LT
provavelmente deve-se a maior adaptagao deste ultimo nas culturas in vitro - dado seu

longo periodo em cultivo continuo -. A semelhanga das condi¢des de infecgéo entre H10-
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R-NP e H10-S sugere que este estoque derivado de H10-R pode ter recuperado fitness
na auséncia de pressio de farmacos.

Durante a tentativa de diferenciar os tripomastigotas dos clones (derivados de
cultura de tecido — TCT) em formas epimastigotas, observou-se que o processo de
diferenciacao de H10-R foi nitidamente mais lento do que o observado para os clones
sensiveis, clones H10-S e H10-LT. Um periodo de dois a trés dias foi suficiente para a
diferenciagcao completa de clones sensiveis H10-S e H10-LT, um tempo esperado para
a cepa Y de T. cruzi (260). O periodo de diferenciacédo € seguido por uma fase lag
(duragao 2 — 4 dias), durante a qual n&o ocorre multiplicagdo, seguido de multiplicagéo
até a densidade de ~1x107 epimastigotas / mL (figura 31D). Em relagdo aos clones
resistentes, foram necessarios seis dias para a diferenciacdo completa dos
tripomastigotas em epimastigotas, além de uma fase /lag mais longa (pelo menos 6 dias);
além disso, a densidade de pico apds a fase lag, tanto para H10-R quanto para H10-R-
NP, foi inferior do que em H10-S e H10-LT (figura 31D) — apesar de ndo haver diferencga
estatistica entre os pontos distintos da curva de crescimento -. Os clones resistentes a
RVL avaliados apresentaram um tempo de duplicacdo de epimastigota superior ao
calculado para H10-S e H10-LT (figura 31B).
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Figura 30. Avaliagao fenotipica da infec¢do por clones de T. cruzi resistentes e susceptiveis ao
ravuconazol. Infec¢do da linhagem de células U20S foi avaliada por HCA a 120 h pés-infecgao para os
clones sensiveis (H10-S, azul e H10-LT, verde) e resistentes (H10-R, vermelho e H10-R-NP, roxo). A.
Numero total de células hospedeiras U20S; B. indice de infectividade: um parametro que considera a
razdo entre a taxa infeccdo e o numero de parasitas semeados para cada clone; a proporgdo média de
células infectadas em relagdo a populagao total de células € mostrada acima das barras (em %); C. O
numero médio de amastigotas por célula infectada; D. Numero total de amastigotas. Os valores referem-
se a médias (barras) + desvio padréo (barras de erro) obtidos em dois experimentos independentes; letras
iguais indicam que ndo houve diferencga estatistica entre os valores, enquanto * indica diferenca estatistica
por ANOVA (one-way, p < 0,001).
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Curiosamente, o processo de diferenciacdo ndo ocorreu na presencga de 500 nM
de ravuconazol (RVL) (dados n&o apresentados), mas o crescimento pds-diferenciagcéo
de epimastigotas de clones H10-R na presenga de RVL 500 nM n&o afetou
significativamente o seu crescimento, quando comparado com H10-R e H10-R-NP n&o
tratados. O fato da diferenciagdo ndo ocorrer na presenga da farmaco sugere que a
resisténcia fenotipica conferida pela mutacdo parece nao se expressar durante a
epimastigogénese ou as células dos parasitas resistente ndo sdo metabolicamente
competentes para suprir um grande recrutamento de ergosterol que ocorre durante o
remodelamento da membrana celular, fenbmeno analogo a critica reorganizagdo dos
esterdis na membrana plasmatica de fungos (261,262) e na embriogénese de plantas
(263).
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Figura 31. (Pagina anterior) A resisténcia ao ravuconazol correlaciona-se com o crescimento
reduzido em amastigotas e epimastigotas. A. Tempo de duplicagdo de amastigotas (em horas, eixo Y),
baseado em crescimento por 96 h para cada clone H10 (eixo X) B. Tempo de duplicagédo de epimastigotas
(em horas, eixo Y), baseado em crescimento de 48 h dentro da fase exponencial de cada clone (eixo X).
C. indice de liberagdo de tripomastigotas: o numero total de tripomastigotas de cultura recuperados em
cada clone (por mL) foi dividido pelos valores de MOI utilizados para os clones: 20 (H10-S e H10-LT) e 40
(H10-R). Eixo Y: indice de liberagao de tripomastigotas. Eixo X: dias apos infecgao dos frascos. D. Curva
de crescimento de epimastigotas: os parasitas diferenciados de clones H10 distintos foram contados
diariamente (a densidade inicial para cada clone foi de 1,0x10° epimastigotas / mL). Eixo Y: indica a
densidade do epimastigote por mililitro de cultura (x108); Eixo X: dias de contagem dos clones. As curvas
coloridas indicam média (pontos) da contagem diaria distinta dos clones H10: H10-S (azul), H10-LT
(verde), H10-R (vermelho) e H10-R-NP (roxo). As caixas retangulares destacam o crescimento maximo
para cada clone. Barra de erro indica o erro padrdo de contagens independentes. Letras iguais indicam
que nao houve diferenga estatistica entre os valores (dentro do tratamento com o mesmo composto),
enquanto * indica diferenca estatistica por ANOVA (one-way, p < 0,001).

4.7. Teste de susceptibilidade dos clones H10 a diferentes compostos anti-
T. cruzi

Utilizando a metodologia de HCA ja descrita, a susceptibilidade dos diferentes
clones ao RVL foi avaliada por meio da quantificagcdo da infec¢do intracelular dos
parasitas 96 h apds adigdo do composto. O farmaco atingiu uma atividade normalizada
maxima (MA) relativamente alta para os clones H10-S e H10-LT - medindo 96,8% e
81,8%, respectivamente (tabela 17), enquanto um desvio nitido pode ser notado na
curva da atividade para H10-R e H10-R-NP (figura 32), ja que para estes clones, é
necessaria uma maior concentragdo molar de RVL para atingir valores de atividade
maxima inferiores de 62,2% e 72%, respectivamente. Os valores médios do ECso de RVL
obtidos para clones resistentes sdo pelo menos 1.600 vezes maiores do que a meédia
dos clones susceptiveis, em 96 h de exposi¢ao ao composto (tabela 17). Conforme ja
descrito, RVL é um agente de agdo lenta (197,205), logo, a atividade do farmaco em 48
h de exposicdo n&o atingiu 50% de atividade maxima para nenhum dos clones, nao

gerando, portanto, valores de ECso.
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Tabela 18. Atividade do ravuconazol contra diferentes clones HO de T. cruzi em diferentes tempos
de exposicao (48, 96 e 120 horas). Comparacdo entre valores ECso (em nanomolar) e atividade

maxima (MA, em%) ao longo do tempo.

48 h 96 h 120 h
Clones
MA MA MA
ECs0, nM ECs0, nM ECs0, nM
(%) (%) (%)
H10-S - 48,1 47* 96,8 252+0,9 97,8
H10-LT - 47,3 4.1* 81,8 1,47 £ 0,12 84,2
13.740 £
H10-R - 32,1 6.944* 62,2 89,4
6.775
7.029 +
H10-R-NP - 47,5 72 3.685 + 180,3 93,5
4743

* dados foram obtidos em um Unico experimento.
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Figura 32. Suscetibilidade dos clones H10 ao ravuconazol. A atividade do ravuconazol foi avaliada em
um teste dose-resposta apos 96 h de exposigao ao composto. Eixo Y: atividade normalizada (em %) de
RVL contra clones H10 (H10-S - azul, H10-LT - verde, H10-R - vermelho e H10-R-NP - roxo). Eixo X: Log
da concentragdo de RVL. As curvas foram tragadas com base na média (pontos) para cada clone de dois
experimentos independentes. Os valores de ajuste da curva (R?) para H10-S, H10-LT, H10-R e H10-R-NP
foram respectivamente 0,80, 0,55, 0,43 e 0,75.

Em seguida, os clones foram testados quanto a sua susceptibilidade a outros

compostos anti-T. cruzi. Todos os clones foram parcialmente resistentes ao benznidazol,

como mostrado na tabela 18 e na figura 33. Os valores de ECsg para todos os clones

H10 variaram de 15 a 70 yM; enquanto os valores maximos de atividade variaram de



141

72,2 a 89,6%. Os clones também foram parcialmente resistentes ao nifurtimox, embora
em menor grau, com valores de ECso variando de 0,9 a 9,3 uyM e atividades maximas
superiores a 85% (tabela 18). Em contraste, H10-R e H10-R-NP mostraram valores de
ECso significativamente maiores para posaconazol quando comparados aos clones H10-
S e H10-LT (tabela 18 e figura 33). Adicionalmente, este composto ndo atingiu 50% de
atividade contra os clones resistentes, gerando assim valores maximos de 48,1% e
26,6% para H10-R e H10-R-NP, respectivamente. Embora a RVL tenha sido claramente
mais potente contra os clones sensiveis (H10-S e H10-LT) do que contra os resistentes
(H10-R e H10-R-NP), ndo houve diferengas expressivas na eficacia do composto (isto €&,
atividade maxima) entre os clones; ao contrario da atividade do PSL, que foi menos
potente e menos eficaz contra os clones resistentes, quando comparados aos clones
sensiveis (tabela 18 e figura 33).Vale ressaltar que a resisténcia parcial ao benznidazol
e ao nifurtimox foi observada para todos os clones, independentemente da sua
resisténcia ao ravuconazol, e, portanto, pode-se supor que a resisténcia parcial ao
benznidazol e ao nifurtimox ja estavam presentes nesses clones antes da sele¢ao da
resisténcia ao ravuconazol. O clone H10 foi derivado da cepa Y, que demonstrou ser
parcialmente resistente ao benznidazol (215). Conforme ja discutido neste trabalho, a
resisténcia parcial ndo é uma caracteristica presente em todos os estoques de cepa Y
(206), o que reforga a hipétese da ocorréncia de variabilidade fenotipica (e genética)
consideravel entre os estoques de cepa Y presente em diferentes laboratorios. Esta
resisténcia foi relacionada a uma mutagado no transportador ABC TcABCG1, que esta
associada ao grupo filogenético Tcl, e ao grande numero de codpias transcritas do
transportador (215); pode-se sugerir que o clone H10 (e seus estoques) possa ter o
transportador ABC mutado presente em parasitas Tcl. Além disso, estudos com T. cruzi
resistentes (obtidos em laboratério) ao BZL revelaram mutagdes na enzima
nitroredutase, TcNTR (210,213). A perda de um dos genes que codificam TcNTR levou a

uma resisténcia a BZL, bem como a resisténcia cruzada ao nifurtimox (68).
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Tabela 19. Comparagao entre valores de EC50 (em nM para posaconazol e yM para os demais) e

atividade maxima (MA, em%) para compostos referéncia benznidazol, nifurtimox e posaconazol
contra clones H10.

Benznidazol Nifurtimox Posaconazol
Clone MA MA MA
ECso, M ECso, M ECs0, nM

(%) (%) (%)

H10-S 477 +2.5 89.6 43+3.3 92 19.8 £+10.2 901
H10-LT 15* 72.2 9375 87.9 314 +18.7 79.3
H10-R 704 +12.4 86.3 45+24 94 1 ND 48.1
H10-R-NP 24 +4 1 77.3 09+0.2 99.2 ND 26.6

* o valor foi obtido apenas em uma de duas repeti¢des. ND: os valores ndo foram determinados

Acepa Y de T. cruzi possui dois genes CYP51: Ae B, que ndo sdo 100% idénticos (178)

e podem apresentar niveis distintos de express&o durante os diferentes estagios do ciclo

de vida do parasita. Assim, podemos especular que, nos clones H10-R, apenas um gene

mutado CYP51 esteja envolvido na biossintese de ergosterol durante o crescimento

intracelular, enquanto outra sequéncia intacta da CYP51 esta associada a outros

processos metabolicos, como na diferenciacdo para epimastigotas pode estar intacta,

por exemplo.
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Figura 33. (Pagina anterior) O clone H10 resistente ao ravuconazol também é resistente ao
posaconazol. Eixo Y: atividade normalizada (em %) dos compostos de referéncia BZL e NFX e do
composto de triazol PSL contra os clones H10-S (curva azul) e H10-R (curva vermelha). As curvas foram
tracadas com base na média (pontos) para cada clone em 2 experimentos independentes. Os valores de
ajuste da curva (R?) para H10-S e H10-R foram respectivamente para cada grafico composto: BZL (0,87 e
0,62); NFX (0,88 e 0,68) e PSL (0,92 € 0,61).

O perfil de atividade dos compostos (BZL, NFX, RVL e PSL) foi mantido mesmo
apdés a submeter os clones H10 no ciclo in vitro completo: da transformacado do
tripomastigota para epimastigota, passando pela diferenciagdo para tripomastigotas
metaciclicos e finalmente infecgcédo de células hospedeiras (tabela 19). Estes resultados
sugeriram que as mudangas moleculares que levam as alteragbes fenotipicas

(resisténcia aos azois) eram de natureza genética, como uma mutagao.

Tabela 20. Resisténcia aos compostos triazois é conservada mesmo apos passagem dos clones
pelo ciclo completo in vitro (epimastigogénese seguida de metaciclogénese e infecgao de células
hospedeiras). Dados referem-se a poténcia - ECso em micromolar para benznidazol (BZL) e
nifurtimox (NFX) e em nanomolar para posaconazol (PSL) e ravuconazol (RVL) -, dados de eficacia
ela atividade maxima (MA, em %).

BZL NFX PSL RVL
Clone ECs, MA ECs, MA ECso, MA ECs, MA
uM (%) pM (%) nM %) nm (%)

H10-S 315+16 91 37+09 104 26+09 106 08+01 935

H10-LT 78+13 94 28+02 98 17+06 102 1.2% 95

7,640 & 5861+ 74
H10-R 83241 75 3.4%05 Of 65
1,031 228
90.2 + 5,150 + 11,860+ gg
H10-R-NP 83 3.8:13 85 74
25.2 516.2 2,072

* o valor foi obtido apenas em uma de duas repeticdes. ND: os valores ndo foram determinados

4.8. Ensaio de cinética de morte (Time-Kill) com clones H10 tratados com
compostos referéncia

A cinética de morte in vitro de clones de H10 por compostos nitroheterociclicos
(BZL e NFX) e compostos de triazdis (PSL e RVL) foi avaliada através do ensaio tempo
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de morte (time-kill), onde a taxa de infeccdo (normalizada pelos controles) foi
determinada apos a exposi¢cao sob varias concentracdes dos compostos, a cada 24 h,
durante um periodo total de 120 h.

O BZL exibiu um perfil de cinética de atividade similar e dose-dependente entre
todos os clones avaliados (figura 34), e apenas as duas maiores concentragdes (200 e
100 uM) reduziram a taxa de infec¢ao para menos de 30% apds 96 h ou mais, em ambos
os clones; estes dados confirmam o perfil ja descrito de resisténcia/tolerancia parcial ao
BZL. Uma cinética de morte uniforme similar foi observada para NFX contra os clones:
H10-S parece ser mais suscetivel, pois concentragdes mais altas de NFX reduziram as
taxas de infecgao para niveis indetectaveis apds 96 h de exposicdo ao composto, ao
contrario de H10-R; no entanto, a variacdo da atividade nas concentragdes mais altas
(25 e 12,5 uM) é provavelmente causada por agao de citotoxicidade do composto. As
tabelas 20 e 21 fornecem mais detalhes sobre a cinética de morte com valores médios
da taxa de infeccdo para a concentracdes efetivas dos compostos contra os clones H10-
S e H10-R (dentro do curso do tempo analisado), € interessante notar que apenas a
maior concentragdo de NFX (25 uM) causou redugéo da taxa de infecgdo para niveis
indetectaveis em 96 e 120 h de exposic¢ao.
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Figura 34. Ensaio de cinética de morte (time-Kill) com compostos nitro-heterociclicos contra os
diferentes clones H10. Eixo Y: taxa de infecgao normalizada (%). Eixo X: tempo de exposi¢do composto
(periodo, em horas). Gradiente de concentragdo do composto (a direita) indica os valores representados
por cada curva. As 10 curvas de concentragao mostradas sao: 200, 100, 25, 6,25, 0,78, 0,39, 0,09, 0,02,
0,006, 0,003 uM para BZL; 25, 12,5, 6,25, 1,56, 0,39, 0,09, 0,02, 0,006, 0,001 e 0,0007 uM para NFX. Os
pontos indicam a média de dois experimentos independentes, as barras de erro indicam desvio padrao.

Ja em relagcdo ao composto PSL, este exibiu um perfil de cinética de morte distinto
entre os clones (figura 35): para o clone H10-S, todas as concentragbes testadas
reduziram a taxa de infecgdo para valores inferiores a 50% apds 96 h de exposicao,
exceto pelas duas menores concentragdes; no entanto, apenas as duas concentragdes
mais altas exerceram o mesmo efeito para H10-R, dentro desse mesmo periodo. Um
perfil equivalente foi observado para RVL: uma mudanca clara do padrao € notada entre
clones suscetiveis e resistentes: enquanto a maioria das concentragdes testadas
apresenta maior atividade ascendente em relagdo ao tempo no clone H10-S (ou seja,
reduzindo progressivamente a proporgao de infecgdo), H10-R foi suscetivel apenas para
as concentracdes mais altas de RVL e a eliminacdo completa da taxa de infecgado nao é
alcancada mesmo apds 120 h de exposicdo ao composto.
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Figura 35. Ensaio de cinética de morte (time-Kill) com compostos triazois contra os diferentes
clones H10. Eixo Y: taxa de infecgdo normalizada (%). Eixo X: tempo de exposigdo composto (periodo,
em horas). Gradiente de concentragdo do composto (a direita) indica os valores representados por cada
curva. As 10 curvas de concentragdo mostradas sao: 4.000, 2.000, 500, 125, 31.3, 15.6, 3.91, 1.95, 0.12,
0.06 nM para RVL e PSL. Os pontos indicam a média de dois experimentos independentes, as barras de
erro indicam desvio padrao.



Tabela 21. Faixa de concentragao dos compostos e média da taxa de infecgdo normalizada (%)
em 72, 96, e 120 h de exposigao continua do clone H10-S aos compostos benznidazol,
nifurtimox, posaconazol e ravuconazol.
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Concentragao Média de taxa de infecgao (%)
Clone H10-S
(M) 72 h 96 h 120 h
2,0x10+4 26,4 +14 15+42 47+04
Benznidazol 2,5x10°° 58 + 22 35+ 17,4 20,5+5,5
6,2x10 61+ 14 43,8 £15,7 75,7 £ 20
2,5x10°° 11,4+1.8 -5,5+9,2 -0,4+£3,2
Nifurtimox 1,2x10 14,5+5.1 1,8 £0.7 7,2+10,2
6,2x10 54,3+244 18,5+ 24 18 £0,3
5,0x10”7 16,6 £ 14.7 12,5+1,6 71+25
Posaconazol 3,1x108 15+12.3 6,3+4,4 28+46
3,9x10° 14,1+4.8 6,7+59 46+17
5,0x107 39,3+10.3 6,5+10,8 48+19
Ravuconazol 3,1x108 7,3+45 13+4,4 4,2 +3,1
3,9x10° 14,3 +£9,7 13,7 £ 6,6 44+34

Dados representam a meédia + desvio padrao de dois experimentos independentes

4.9. Teste com outros compostos azdlicos e nao-azélicos inibidores da

CYP51

Apos estudarmos o perfil de resisténcia do H10-R aos compostos triazdis RVL e

PSL, investigamos se este clone também era resistente a outros azois. Fluconazol (FCL),

itraconazol (ITL), cetoconazol (KTL) e voriconazol (VRL) foram testados contra clones

H10 e os resultados revelaram que o clone também era resistente a estes compostos. O

FCL exibiu um valor maximo de atividade para H10-R (MA: 44%), aproximadamente 30%

inferior ao atingido em H10-S (MA: 72,9%), o composto também apresentou menor

poténcia nos clones resistentes (tabela 25). O ITL apresentou maiores valores de
atividade maxima contra H10-S e H10-R (MA = 103,2% e 95,7%, respectivamente), mas
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o composto foi 34,6 vezes menos potente contra H10-R do que contra H10-S - a mesma

comparacao foi observada nos clones H10-LT e H10-R-NP (dados n&o mostrados).
KTL e VRL também apresentaram alta poténcia contra H10-S (ECso <0,5 pM),

mas os valores de ECso foram maiores para clones resistentes (quando gerados), a

eficacia de KTL e VRL também foi reduzida para H10-R, em comparagédo com clones

susceptiveis (tabela 25).

Tabela 22. Faixa de concentragdao dos compostos e média da taxa de infecgdo normalizada (%)

em 72, 96, e 120 h de exposigdo continua do clone H10-R aos compostos benznidazol,
nifurtimox, posaconazol e ravuconazol.

Concentragao Média de taxa de infecgao (%)
Clone HI0-R (M) 72 h 96 h 120 h
2,0x104 40,1+6,5 313+21 181+11,1
Benznidazol 2,5x10° 69+147 202+123 153+11,1
6,2x10° 828+18 71+211 644+28
2,5x10°° 196+55 125+28 13,8+9.2
Nifurtimox 1,2x10-5 234+02 243+33 13,3+6,8
6,2x10° 69,4+174 398405 417+6,3
5,0x107 991+132 882+187 994+58
Posaconazol 3,1x108 612+22 635+11,3 754+3
3,9x10° 748+9,6 1007 £0,1 114
11,4
5,0x107 72+214 296+187 70,8+16
Ravuconazol 3,1x108 66 +2,6 571+175 71,9+9,6
3,9x10° 60,4+56 67,1+£182 99,6+13.1

Dados representam a média + desvio padrao de dois experimentos independentes

Outros compostos que anteriormente demonstraram atividade contra T. cruzi
também foram testados contra os clones resistentes e sensiveis. Os fenarimois UDD
(BS967) e UDO (BS1246) também foram testados, além da anfotericina B (AMB). Estes
compostos fenarimais ja foram descritos como inibidores TcCYP51 de T. cruzi (204,264);



149

a AMB, utilizada como farmaco referéncia no tratamento de leishmanioses, também ja
foi reportada com atividade anti-T. cruzi (265,266), mas nao parece inibira CYP51, uma
vez que é provavel que esta molécula se ligue ao ergosterol da membrana e forme os
poros que resultam na lise celular (192,267). Imprevisivelmente, a AMB apresentou
apenas uma atividade reduzida contra os clones H10 sensivel e resistente, com valores
maximos de atividade entre 35 - 40%, contrastando com relatorios anteriores na literatura
e sugerindo que a atividade anti-T. cruzi da ANB pode ser cepa-especifica ou estar
sujeita a emergéncia de resisténcia, como discutido para o BZL.

Tabela 23. Atividade anti-T. cruzi da anfotericina B, azéis e fenarimoéis contra os clones H10-S e
H10-R.

H10-S H10-R

ECso, (M MA (%)  ECso, uM MA (%)

Anfotericina B ND 37 ND 394
Fluconazol 25+0,3 72.9 ND 44
0,13 +
Itraconazol 103.2 45+15 95,7
0,02
0,07 + 19,1 +
Cetoconazol 83.7 61
0,03 20,1
_ 0,21 +
Voriconazol 83.3 ND 55,9
0,03
BS0967 0,5+04 91 1,1* 67,3
10,1 £
BS1246 0,2+0,12 88 14.3 72,7

* dados obtidos em um Unico experimento. ND indica que o valor ndo pdde ser calculado. Os dados
referem-se a média * desvio padrao obtido de dois experimentos independentes.

Em contraste, observou-se uma diferenca mais acentuada na resposta dos clones
sensiveis e resistentes aos inibidores azolicos e ndo-azélicos de CYP51. O clone H10-R
apresentou resisténcia cruzada aos fenarimois BS0967 e BS1246 (tabela 25). BS0967
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apresentou um valor de ECso 44 vezes maior para o clone H10-R (10,1 pM) em
comparagao com o clone H10-S (0,2 uM). Menos variagao foi observada para BS1246,
cuja proporgao dos valores de ECso foi de apenas 2,4 vezes maior para o clone H10-R
quando contrastada com H10-S; no entanto, ambos os fenarimdis apresentaram eficacia

reduzida contra o clone resistente, quando comparado ao clone sensivel.

4.10. Identificagao de uma mutagao inédita na CYP51 dos clones
resistentes ao ravuconazol

Uma alteracdo de nucleotideos, previamente ndo relatada, foi identificada nos
clones resistentes (H10-R), mas n&o nos clones sensiveis (H10-S ou H10-LT); prevé-se
que isso conduza a uma alteragdo do aminoacido codificado na enzima TcCYP51 em
uma posicgao critica que interfere 0 acesso dos compostos ao sitio de ligagao na proteina
alvo — o que inibiria sua atividade catalitica (dados ndo mostrados por questdes de sigilo).
Estudos de comparagdo de dados gendmicos obtidos por sequenciamento de nova
geragcdo e modelagem de estruturas proteicas in silico estdo sendo conduzidos em
parceria com M. Miles (LSHTM — Londres, Reino Unido) a fim de melhor elucidar a
mutagdo encontrada e o fenédmeno de resisténcia do T. cruzi aos compostos inibidores
da CYP51.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Com o intuito de prospectar compostos contra T. cruzi através de uma metodologia
robusta, imparcial e biologicamente relevante, um ensaio de alto conteudo foi
desenvolvido e validado, utilizando a cepa Y infectando a célula humana de linhagem
U20S, para triagens em maior escala. Para validagdo do ensaio primario proposto, uma
biblioteca com 1.604 amostras diversas foi submetida a triagem primaria, seguida de
ensaio secundario (confirmatorio), no qual foi identificado e confirmado um composto
analogo a auraquina D com potencial atividade anti-T. cruzi. O composto selecionado ja
foi descrito com atividade antiparasitaria, porém sua atividade contra T. cruzi é inédita; a
molécula sera sintetizada em maior quantidade a fim de ser submetida a testes mais

aprofundados contra outras cepas de T. cruzi e contra a possivel estrutura alvo no
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parasita. O ensaio desenvolvido foi considerado robusto e reprodutivel para os padroes
de screening fenotipico e vem sendo aplicado na triagem de bibliotecas quimicas e de
compostos naturais de diversos colaboradores no Brasil e no exterior; diversas
colaboragbes realizadas durante o periodo deste projeto renderam publicagbes em
periddicos especializados que podem ser consultados na se¢cdao de anexos deste
trabalho.

O ensaio primario também foi adaptado e validado para diferentes linhagens
celulares, como THP-1, VERO, LLC-MK>, e L6 e também para outras cepas de T. cruzi
pertencentes a diferentes DTUs: Sylvio X10/1, Arma13 cl1, ERA cl2, 92.80 cl2, Tula cl2
e CL Brener. Os ensaios com diferentes cepas foram validados utilizando compostos
referéncia e testando alguns compostos mais avangados no desenvolvimento de
farmacos contra doenga de Chagas (leads), entre estes, os compostos B e J exibiram o
melhor perfil de atividade contra o painel de cepas e foram superiores ao benznidazol,
tanto em termos de poténcia quanto eficacia, contra todas as cepas testadas. Ainda em
relagdo a diferentes cepas, a biblioteca Pathogen Box foi triada contra Sylvio X10/1, Y
clH10 e CL Brener, apresentando um perfil distinto de atividade para cada uma. Dos 400
compostos testados, os compostos benzil-piperazinas MMV689028 e MMV689029 e os
do grupo dos 2-aril axazolicos MMV688958 e MMV688795 foram os unicos selecionados
como hits contra as trés cepas de T. cruzi (1% da biblioteca); apesar de ja terem atividade
conhecida contra diversos kinetoplastideos, o amplo espectro de agdo dessas moléculas
contra as cepas de T. cruzi aumenta o interesse dessa classe compostos como
potenciais compostos antichagasicos. Outros 38 compostos foram selecionados como
hits comuns entre duas cepas ou exclusivos para uma unica cepa.

A fim de verificar o efeito da célula hospedeira utilizada no ensaio de alto conteudo,
€ sua consequéncia na selecao de compostos, a biblioteca de 1.280 compostos LOPAC
foi testada contra amastigotas de Y cIH10 infectando células das linhagens U20S, THP-
1, VERO e L6. Os resultados da triagem primaria renderam 82 compostos cuja atividade
era superior a 50% de inibicdo e com toxicidade para células hospedeiras inferiores a
50%. A partir destes compostos, apenas dois hits foram comuns a todas as linhagens de
quatro células (2,4%), ou seja, existe uma baixa sobreposicdo de compostos

selecionados quando células hospedeiras distintas s&o utilizadas em screening de
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compostos contra T. cruzi. Os ensaios confirmatdrios também foram realizados contra
trés cepas de T. cruzi (Sylvio X10/1, Y clH10 e CL Brener) infectando células hospedeiras
U20S; os compostos CB1954, entecavir, FPL 64176 e AEG3482 apresentaram poténcia
e seletividade satisfatorias em pelo menos duas cepas de T. cruzi testadas. Enquanto
CB1954 e entecavir ja foram relatados como compostos com potencial anti-T. cruzi, a
atividade de FPL 64176 e AEG3482 contra esse parasita nunca havia sido descrita.
Testados em combinagdo com benznidazol e posaconazol, os compostos FPL 64176 e
entecavir apresentaram um perfil de interagédo aditiva com esses farmacos. Concluimos
que os resultados originados de ensaios fenotipicos de testes de compostos contra T.
cruzi originado de diferentes cepas ou infectando linhagens celulares distintas séo
extremamente variaveis. Estes testes em um painel de cepas e em linhagens de células
distintas sdo importantes para uma sele¢cdo mais refinada de compostos de amplo
espectro contra as cepas e com potencial de acao sobre diferentes células hospedeiras,
o que pode prevenir falhas em etapas mais avangadas do desenvolvimento de
compostos antichagasicos.

Um outro estudo focou no perfil fenotipico de clone de T. cruzi selecionado in
vitro com resisténcia ao ravuconazol. Em comparagdo com o clone parental, o clone
resistente apresentou reducdo da fitness, evidenciada pela reducdo das taxas de
replicagdo - tanto no estadio dos mamiferos quanto nos insetos -, bem como baixa
infectividade e processo lento de diferenciacdo em epimatigotas. Além da resisténcia ao
ravuconazol, o clone também é resistente a outros inibidores do CYP51 (azdlicos e
fenarimdis), mas ndo ao benznidazol, ao nifurtimox, ou a anfotericina B. As alteragdes
fenotipicas observadas nos clones resistentes ndo foram devidas a cultura prolongada
in vitro e ndo puderam ser revertidas removendo a pressdao do composto ou apos
completar um ciclo de vida in vitro. Identificamos uma mutagao inédita proxima ao sitio
catalitico da TcCYP51 dos clones resistentes (mas ndo nos clones sensiveis - dados n&o
mostrados). Considerado os dados obtidos nos ensaios fenotipicos com os clones
sensiveis e mutantes, tal mutag&o parece ter efeitos farmacologicamente relevantes para
a atividade de compostos inibidores de TcCYP51. Esta mutagéo esta sendo atualmente
melhor caracterizada a fim de determinar seu impacto no mecanismo de agado molecular
dos inibidores na TcCYP51.
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Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram a validagdo de um ensaio
fenotipico para triagem de compostos anti-T. cruzi com diversas cepas e tipos de células
hospedeiras; o ensaio desenvolvido contribui para uma analise mais refinada na etapa
inicial de descoberta de farmacos contra T. cruzi. Pela sua versatilidade, robustez e
precisdo, o ensaio também pode ser empregado na investigagdo de fenémenos
bioldgicos especificos, como o estudo de clones de T. cruzi resistentes ao ravuconazol
e sua caracterizacdo fenotipica, aqui descrita. Além disso, nds selecionamos e
confirmamos a atividade anti-T. cruzi de amplo espectro de agédo de alguns compostos,
nao s6 em diferentes linhagens celulares infectadas, como também contra diferentes
cepas de T. cruzi. Estes compostos promissores destacaram-se pela boa poténcia e
eficacia, além de seletividade em relagcdo a célula de mamifero; essas moléculas
representam alternativas viaveis para serem explorados em ensaios in vivo e estudos de
quimica medicinal a fim de determinar se existe um potencial para quimioterapia

antichagasica.
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7. ANEXOS

Os principais resultados obtidos nesta tese foram escritos em forma de manuscrito
e serao submetidos para publicacdo em breve; os anexos | e Il representam os
manuscritos referentes as partes |l e lll desta tese, respectivamente. Além dos resultados
principais aqui reportados e discutidos, o ensaio desenvolvido neste trabalho foi utilizado
para triagem de compostos e estudos biologicos relacionados a projetos em colaboragao.

O ensaio fenotipico padronizado por nos foi usado num projeto associado ao
consorcio internacional New Medicines for Trypanosomatidic Infections (NMTrypl,
http//fp7-nmtrypi.eu), que integra centros de pesquisa, universidades e pequenas

empresas de nove paises e foi fomentado pela Comissao Europeia. Durante o curso do
projeto, foi triada uma extensa biblioteca contendo 10.000 amostras de extratos de
fungos e fragbes cromatograficas parcialmente purificadas (biblioteca MycoDiverse™ —
HYPHA, Reino Unido), juntamente com cerca de 200 extratos de plantas medicinais
africanas (biblioteca NCR, Sud&o) e pequenas bibliotecas de compostos sintéticos. As
amostras de produto natural ativas foram sub-fracionadas e reenviadas para o teste em
solugdes cada vez mais puras. As bibliotecas também tém sido testadas por nosso grupo
contra L. infantum e T. brucei brucei; o objetivo é continuar testando as sub-fragdes
sucessivas dos extratos contra os tripanosomatideos até a obtengdo de um produto
purificado inédito com atividade antiparasitaria. Algumas amostras da extratoteca
apresentaram atividades promissoras nas triagens primarias contra T. cruzi, entretanto
houve uma perda significativa de seletividade quando as fragbes derivadas foram
testadas. Dentre os compostos sintéticos, destacaram-se as chalconas metoxiladas que
apresentaram atividade satisfatoria contra T. cruzi, T. brucei e L. infantum, além de nao
apresentarem toxicidade significativa contra células humanas (268) — anexo IV -. Outra
classe de compostos que também foi explorada da porgao sintética desta triagem foi a
das aril tiossemicarbazonas, cujos compostos atingiram poténcia na ordem sub-
micromolar contra as trés espécies de tripanossomatideos, sem efeitos citotdxicos em

células humanas (269) — anexo V -.



Em relagdo as bibliotecas menores de colaboradores, estas foram triadas
seguindo o protocolo 2, inclusive com intuito de validar a reprodutibilidade e robustez
deste ensaio, ja que as amostras foram testadas pelo menos em duplicata. Foram
triadas, mais de 1.000 amostras de 20 instituicdes distintas, entre extratos de plantas,
fungos, bactérias a compostos sintéticos obtidos a partir de design racional. Das
amostras testadas, diversos compostos sintéticos apresentaram atividades
proeminentes contra T. cruzi, os principais resultados (publicados até entdo) estao
resumidamente descritos a seguir.

Uma série de inibidores da proteina farnesil-transferase com grupamento N-
benzilimidazol foi testada em nosso ensaio de alto conteudo; quatro moléculas foram
ativas, nao so contra T. cruzi, mas também outros parasitas, como L. donovani, T. brucei
e P. falciparum (Bosc, 2016) — anexo VI -.

Uma pequena biblioteca de arilquinuclidinas quirais foi triada contra os
amastigotas intracelulares de T. cruzi e foi tragada uma relagdo de estrutura-atividade
com énfase na quiralidade dos compostos testados (De Souza et al.a 2016) — anexo VIl
-; deste mesmo grupo com expertise em sintese quimica, foram enviados compostos
bioesdsteros de benzilfarnesilamina com potencial inibicdo de esqualeno sintase; os sete
compostos foram testados contra T. cruzi e L. infantum e apresentaram inibicao
satisfatoria das formas intracelulares destes parasitas (272) — anexo VIII -.

Quatro analogos de nitrofurazona foram sintetizados racionalmente com intuito de
agir sob diferentes vias: inibicdo da TcCYP51, via da cruzaina e através de liberacdo de
espécies reativas de oxigénio; os compostos foram testados contra T. cruzi e eliminaram
a infeccao em células U20S (273,274) — anexo IX -.

Uma pequena biblioteca contendo 17 compostos 2-(1H-pirrolo[3,2-c]piridina-2-
il)propan-2-ois derivados de azainddis tiveram a atividade tripanocida avaliada; trés
compostos exibiram atividade relativamente alta contra T. cruzi, no entanto também
foram toxicos para a célula hospedeira testada (275) — anexo X -.

Inibidores de cruzaina foram desenvolvidos empregando grupos alternativos
como warheads no lugar dos classicos grupos nitrila, algumas dessas substituigdes

geraram compostos com maior potencial de inibigdo da enzima cruzaina e também mais



ativos contra amastigotas intracelulares, com seletividade satisfatoria em relagéo a célula
hospedeira (276) — anexo XI -.

Quinze compostos derivados de nitrofurano foram racionalmente sintetizados e
testados contra amastigotas de T. cruzi apos selegao in silico por modelagem molecular
e pré-triagem em formas epimastigotas; dois dos compostos mais ativos contra o parasita
foram pelo menos 70 vezes mais potentes que o BZL e apresentaram um indice de
seletividade superior a 200 (277,278) — anexo Xll. Em colaboragdo com pesquisadores
do ecossistema da Antartica, 326 bactérias extremofilas foram isoladas e identificadas
em 39 géneros distintos. O extrato de uma destas bactérias psicrotolerantes (isolado 99
- Pseudomonas sp.) apresentou atividade anti-T. cruzi, além de atividade antiproliferativa
sobre linhagens tumorais humanas e outras cepas de bactérias (279) — anexo XIII.

Vinte e cinco analogos de 1,3-diaril-uréias e 1-((1,4-trans)—4-ariloxiciclohexil)-3-
aril-uréias foram testados para avaliar possivel inibicdo da multiplicacéo de T. cruzi por
meio da fosforilagdo da subunidade alfa da elF2; um dos compostos (I-17) apresentou
atividade contra as fases de inseto e de mamifero com alta poténcia e seletividade. O
composto também foi capaz de inibir a replicacdo de T. brucei (280) — anexo XIV .

Diversos outros compostos foram testados no ensaio de alto conteudo contra T.
cruzi; os resultados estdo sendo atualmente submetidos em periédicos ou em vias de
submissdo, apresentadas em congressos nacionais e internacionais, além de

contribuirem para dissertagdes, teses e projetos de post-doc.
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Abstract

High content screening (HCS) technology enables the triage of a large quantity of
molecules within a relatively short period in an efficient and robust fashion. Because
Trypanosoma cruzi is promiscuous with regards to host cell infection, virtually any
mammalian cell can be used for in vitro anti-T.cruzi phenotypic screening assays.
However, cellular dynamics and host-parasite interactions may play important role when
assessing the potential anti-chagasic effect of compounds. To verify this hypothesis, we
have screened a pharmacologically active molecule library of 1,280 compounds, at 10
MM, using four distinct cell lineages infected with T. cruzi Y strain: human U20S, human
THP-1, monkey VERO and rat L6 cell lines. Depending on the host cell used, different
phenotypic readouts were observed following parasite infection for 120 h: the average
infection ratio observed for L6 cells was about 2.5-fold that detected for VERO cells;
likewise, the average number of amastigotes per infected cell was nearly 10-fold higher
in L6 cells when compared to VERO cells; values of infection ratio and average
amastigotes per infected cell detected in THP-1 were also relatively high (76% and 13,
respectively), while intermediate records were obtained for U20S (52% and 5,
respectively). Primary screening results yielded 82 compounds whose activity were
superior to 50% inhibition and with toxicity to host cell lower than 50%. From these
compounds, only two hits were common to all four cell lineages (2.4%), nine were shared
by three cell lineages (11%), 20 compounds were common for two cell lineages (24.4%)
and 51 were exclusively selected from a single cell lineage (62.2%). Infected U20S cell
lineage was the most sensitive hit-generation system, as 27 exclusive compounds were
identified when using this cell line as host cell; conversely, THP-1 and L6 infected cell
lineages had the lowest hit rates, generating six and five exclusive hit compounds,
respectively. Confirmatory dose-response assays were performed against three T. cruzi
strains (Y, CL Brener and Silvio X10/1) infecting U20S host cells; compounds CB1954,
FPL64176, AEG3482 and entecavir presented EC50 values lower than 10 yM and CC50
higher than 100 uM for at least two T. cruzi strains. Combinatory tests between entecavir
and FPL64176 with reference drugs benznidazole and posaconazole revealed that
additive interactions occurred among them, no antagonistic effects were observed. These
compounds could be repurposed or serve as starting molecules for the development of
novel anti-chagasic drugs.



Anexo ll:

Caio Haddad Franco, Tapan Bhattacharyya, Alan Au, David Warhust, Miriam Giardini,
Bruno Pascoalino, Lucio Freitas-Junior, Eric Chatelain, Michael Miles and Carolina Borsoi
Moraes. Novel structural CYP51 mutation in Trypanosoma cruzi with elevated
resistance to ravuconazole in vitro and cross-resistance to CYP51 inhibitors

Manuscrito em preparac¢éo a ser submetido para publicagdo em revista indexada.

Abstract

In order to study triazole resistance in Trypanosoma cruzi, a clone of the Y strain was
cultured under increasing on/off concentrations of ravuconazole, until in vitro stability was
achieved at 500 nM of this drug. The resistant clone exhibited a relatively low infection
ratio and a reduced number of intracellular amastigotes, when compared to the wild-type
clone; it also presented a slowed epimastigogenesis process and decelerated growth in
this stage; the differentiation into epimastigotes did not occur in the presence of
ravuconazole. In drug activity assays, ravuconazole was at least 1,000-fold less potent to
resistant clone, when compared to the wild-type. The Resistance was maintained even
after several weeks off of ravuconazole and also after passing the parasite through the
complete in vitro life cycle. A novel mutation was detected close to an enzyme active site
that appears to have potentially biochemical relevant effects on the efficiency of CYP51
inhibitor drugs. Since the mutation is associated with a decrease in the therapeutic
efficiency of ravuconazole, we assume it restricts the access of the drug to the 6"
coordination site of the iron in the spatially restricted area of the active site. We have also
discovered cross-resistance to other azole compounds (posaconazole, fluconazole,
ketoconazole, voriconazole and litraconazole) and to non-azole CYP51 inhibitors (UDD
and UDO) but not to standard anti-T. cruzi drugs that act independently of CYP51, such
as benznidazole and nifurtimox.
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ABSTRACT

Introduction: Chagas disease is a chronic infection associated with long-term morbidity. Increased funding
and advocacy for drug discovery for neglected diseases have prompted the introduction of several
important technological advances, and Chagas disease is among the neglected conditions that has mostly
benefited from technological developments. A number of screening campaigns, and the development of
new and improved in vitro and in vivo assays, has led to advances in the field of drug discovery.

Areas covered: This review highlights the major advances in Chagas disease drug screening, and how
these are being used not only to discover novel chemical entities and drug candidates, but also increase
our knowledge about the disease and the parasite. Different methodologies used for compound
screening and prioritization are discussed, as well as novel techniques for the investigation of these
targets. The molecular mechanism of action is also discussed.

Expert opinion: Technological advances have been executed with scientific rigour for the development of
new in vitro cell-based assays and in vivo animal models, to bring about novel and better drugs for Chagas
disease, as well as to increase our understanding of what are the necessary properties for a compound to be
successful in the clinic. The gained knowledge, combined with new exciting approaches toward target
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deconvolution, will help identifying new targets for Chagas disease chemotherapy in the future.

1. Introduction

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a
neglected tropical disease caused by the protozoan parasite
Trypanosoma cruzi. It is estimated that over six million people
are infected with T. cruzi worldwide,[1] and despite being
endemic in 21 Latin American countries, recent increase in
the incidence (or recognition) of Chagas disease has been
reported in non-endemic, developed countries due to trends
of intercontinental migration of infected individuals originat-
ing from Latin America.[2] The disease is transmitted by the
hematophagous triatomine bug, primarily during blood meals,
when the vector feeds on the host and secrets parasite-con-
taining feces. This excreted infectious material is then
mechanically introduced into the wound when the host
scratches the itching bite site. Occasionally, humans are also
infected through ingestion of food or drink contaminated with
T. cruzi-infected triatomine bugs.[3] T. cruzi can also be trans-
mitted by non-vectorial routes, such as blood transfusion,
solid organs transplantation, or congenitally.[4-6]

The complex life cycle of T. cruzi involves both vertebrate
(humans and other mammals) and invertebrate (the triato-
mine vector) hosts and can be separated into three distinct
morphological stages: two replicative stages, the flagellated
epimastigotes, found in the triatomine vector, and the round
amastigotes, which grow and multiply inside mammalian host
cells. Both replicative stages can originate the non-replicative
yet infective flagellated form, the trypomastigote. The latter is
transmitted by the triatomine vector and is responsible for

invading mammalians cells and perpetuating the infection in
mammals. T. cruzi is a genetically highly diverse and hetero-
geneous species, and it is currently categorized into six
genetic lineages or groups, also known as discrete typing
units (DTUs): Tcl-TcVL[7] Despite T. cruzi from these groups
differing in geographic distribution, preference for wild or
domestic hosts (including humans), and evidence of correla-
tion between certain forms of Chagas disease and some DTUs,
it is important to note that all T. cruzi are all capable of
infecting humans and causing disease.[8-11]

If properly treated during acute phase, the development of
Chagas disease into a chronic infection can be prevented.
Without treatment, recent and usually mild acute T. cruzi
infections spontaneously subsides in the majority of patients
into a clinical manifestation known as indeterminate form of
Chagas disease.[12] Some patients, however, develop compli-
cations, such as the progressive cardiomyopathic clinical con-
dition, or the digestive form of Chagas disease, characterized
by enlargement of the esophagus and the colon (megaeso-
phagus and megacolon syndromes); other patients present
both the cardiac and digestive forms of Chagas disease.[13]
Moreover, immunosuppressed individuals can face reactiva-
tion of naturally controlled T. cruzi infection, a problem that
is not always easily managed.[14]

With no effective vaccine available, there are actual limited
drug options for Chagas disease chemotherapy. Nifurtimox
and benznidazole were empirically introduced into the clinical
therapy over four decades ago, and remain as the only line of
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Article highlights

o Chagas disease is a neglected tropical disease with limited funding
for drug discovery and development and for which only old and
unsafe drugs exist. Despite years of intensive research, there are very
few validated molecular targets, making viability-based assays the
major screening strategy available.

o High content screening has helped to increase the number of hits

and leads issued from Chagas disease drug discovery; it offers

advantages, such as higher sensitivity and improved translation to
in vivo models.

Screening campaigns for Chagas disease have resulted in the selec-

tion of a large proportion of CYP51 inhibitors, however recent clinical

studies have shown these inhibitors to have unsustained efficacy in
patients.

o Secondary assays are important in the profiling of antichagasic com-
pounds for determining the killing kinetics and spectrum of activity
against T. cruzi strains, and increase data translation to in vivo
models.

o New technologies for target deconvolution and identification of
compounds emerging from phenotypic screens can aid in the under-
standing of a compound mechanism of action and lead to the
discovery of new drug targets in Trypanosoma cruzi.

This box summarizes key points contained in the article.

chemotherapy to date. Both drugs can cure Chagas disease
when administered during the acute phase, however the
chronic phase cure rates seem to vary according to com-
pounds dosage, treatment period, and patient region of ori-
gin.[15-19] Moreover, these drugs present significant
limitations, such as poor tolerability, frequent and severe
toxic effects arising during the lengthy treatment and, as
consequence, low patient adherence and compliance to the
treatment, as well as important contraindications.[19,20]

Considering all disadvantages of the current antichagasic
chemotherapy, alternative drugs with a safer, more tolerable,
and efficacious profile in the chronic phases remain a critical
need.

2. Overview of methodologies applied in drug
screening against T. cruzi

Traditionally, drug discovery for Chagas disease relied heavily
on activities carried out in academic laboratories, with a few
limited screens generating scarce number of anti-T. cruzi com-
pounds. Most in vitro studies were based on evaluation of
compound activity through manual annotation of individual
infected cells and/or number of intracellular parasites.
Although suitable for compound testing in small scales, this
monotonous approach cannot be applied to the screening of
large compound libraries, due to being laborious, time-con-
suming, potentially biased, and/or prone to error.
Alternatively, screens have been performed against the
insect-dwelling, axenic epimastigote forms, which are rela-
tively simpler to work with, but are absent from humans and
thus not considered the most relevant T. cruzi life cycle stage
in terms of drug screening.[21] Starting in the late 1990s, the
development of colorimetric- and fluorescence-based viability
assays that utilize genetically engineered T. cruzi infecting
tissue cultures was a welcome advance in the field that
allowed increased throughput in compound screening for

Chagas disease. Of particular importance is the assay devel-
oped by Buckner and collaborators, which utilizes a clone of
the T. cruzi Tulahuen strain genetically modified to express
beta-galactosidase.[22] This widely used assay is accessible
because the parasite line is readily available, and it has a
simple and fast readout, requiring only common equipment
as an absorbance/fluorescence microplate reader. Other simi-
lar assays have been developed using distinct reporter genes,
such as firefly luciferase [23] and tandem tomato fluorescent
protein.[24] Concomitantly, substantial advances in T. cruzi
genomics and molecular biology were being achieved, as
exemplified by the first publication of the T. cruzi genome
sequence, paving the way for a greater understanding of the
parasite biology and, consequently, to the discovery of novel
drug targets.[25]

However, the major developments came in the past 10
years, with the introduction of high throughput screening
(HTS) technologies in drug discovery for neglected diseases.
Screening of large compound datasets, expressly pushed for-
ward by public and philanthropic funding, public-private part-
nerships and non-governmental project management entities,
allowed hit prospection against diverse important pathogens,
including T. cruzi. These initiatives connected the expertise in
reference laboratories and academic institutes with the phar-
maceutical and biotech corporations, which provided kno-
whow in the drug discovery process and access to large
compound libraries reviewed.[26-29]

With the introduction of automated screening, hundreds of
thousands of molecules could be tested for the first time
against the T. cruzi, either in viability assays suitable to auto-
mation, as discussed above, or against specific isolated struc-
tures (i.e. target-based assay).[30] The possibility to screen for
a large quantity of potential drug candidates allows HTS tech-
nology to optimize the drug discovery process, saving time
and reducing costs.

Viability assays are a time-tested strategy that has led to
the successful discovery of novel drugs for microbial infec-
tions.[31-33] The main advantage of this type of approach is
that it exempts the need of prior-validated targets, thus saving
valuable research time and resources, and decreasing the risks
of downstream failure of compounds due to poor translation
of target relevance in experimental models to actual disease.
In addition, viability assays select compounds that are capable
of exerting antiparasitic activity in the cellular milieu, while
target-based approaches often require secondary screens to
confirm that the compounds of interest have indeed activity
against the living parasite.[34]

High content screening (HCS) assays, also known as phe-
notypic assays, are the state-of-the-art for in vitro screening of
compounds that interfere with parasite viability. An advantage
of HCS is that the unbiased strategy does not rely on prior
validation of targets, which speeds up the process consider-
ably. Furthermore, the compound mode of action can affect a
non-described target, or the molecule might act on more than
one biological route simultaneously. HCS also provides a
broad, early indication of a compound cytotoxicity profile
based on the morphological effect upon mammalian cell and
on cell count; and, in the case of antichagasic drug screening,
an indication of compound selectivity against the intracellular



parasite — while further complementary assays are necessary
to determine cytotoxicity and selectivity for fluorescence-
based assays (either cell or target based). With a higher prob-
ability of discovering compounds that act on novel targets
and thus can potentially become first-in-class drugs, there has
been a significant increase in the contribution of phenotypic
assays to drug discovery programs in the past decade.[35] In
the case of Chagas disease and other neglected tropical dis-
eases, there are so few treatment options and validated tar-
gets available that phenotypic assays can greatly contribute to
the discovery of both new drugs and new targets.

The HCS methodology is based on automated imaging
followed by data extraction, processing and analysis by spe-
cific software. This setup enables qualitative and quantitative
systematic evaluations of varied cellular phenomena. The sys-
tem became a drug discovery tool for academic use after the
launching of modern commercial devices in more affordable
and compact yet powerful versions. A typical HCS image
analysis workflow is depicted in Figure 1.

Among the limitations of HCS approaches are great need of
data storing and management capacity and the relatively low
speed of HCS data acquisition and analysis, when compared to
fast-reading assays, such as colorimetric/fluorescent/lumines-
cent viability or target-based assays.[36] Considering complex
cellular stress-mediated response and its higher sensitivity to
micro-environmental variations (mechanical forces and ther-
mic oscillation),[37] cell-based assays also tend to present
lower reproducibility when compared to target-based assays.

Figure 1. High content screening image analysis workflow for antichagasic drug
discovery. Monolayers of U20S cell line were infected with T. cruzi trypomasti-
gotes of the Y strain. Parasite and host cell were fixed and stained with Drag5 at
48 h after infection. Panels from left to right show: 1) raw image of U20S cells
infected with T. cruzi Y strain amastigotes; 2) segmentation of host cell cyto-
plasm; 3) segmentation of host cell nuclei; 4) segmentation of amastigotes.
Individual host cell nuclei and amastigotes are depicted in a range of different
colors to facilitate visualization. Reproduced from [21] with permission of
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz.
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Despite these limitations, HCS assays remain the ultimate
choice for testing compound libraries against intracellular T.
cruzi amastigotes. To date, a few variations of HCS assays have
been used for drug screening against T. cruzi. When the image
analysis method is well validated, no statistical difference is
observed between conventional manual inspection and auto-
mated quantification for a T. cruzi image-based assays (Nohara
et al.[38] and our unpublished observations). Both proprietary
and commercially available algorithms for HCS data analysis
based on single-channel imaging of DNA dyes, staining both
parasites’ and host cells’ nuclei have been reported, with a
variety of cell lines used as host cells.[39-42]

3. Recent advances in early drug discovery for
Chagas disease

While there is still a considerable volume of drug screening
against T. cruzi being carried out in small scale in academic
labs worldwide, a few screening campaigns have been per-
formed in the past years, contributing to the discovery of
several novel compounds as starting points of drug discovery
programs. The largest campaigns reported were the screen of
approximately 300,000 compounds by the Broad Institute [43]
and, recently, 1.8 million compounds from the GSK collection.
[44] In both cases, the primary screening was performed using
the beta-galactosidase T. cruzi assay. As discussed earlier, this
assay has a colorimetric readout and provides an indirect
measure of number viable amastigotes in host cells. While
this approach can result in fast selection of compounds for
confirmatory screens, both screens led to a selection of a large
proportion of hits associated with CYP51 inhibition among
hits, suggesting that CYP51 is a major drug target in T. cruzi.
[44,45]

Recent studies, however, raise the question of whether the
overrepresentation of CYP51 inhibitors among hits from these
screens might be at least in part attributed to assay metho-
dological limitations. The beta-galactosidase assay has a
longer period of drug exposure, usually 4 days, while most
HCS assays have lower compound exposure periods, normally
2-3 days, and it has been proposed that the longer exposure
period favors activity of CYP51 inhibitors, which require deple-
tion of intracellular pools of ergosterol to exert activity on the
T. cruzi.[42,46,47]1 Another possibility that might contribute to
the high proportion of CYP51 inhibitors is that the beta-galac-
tosidase reporter was transfected into a clone of the Tulahuen
strain of T. cruzi, which has been found more susceptible to
CYP51 inhibitors in general, possibly due to the presence of a
single copy of TcCYP51 gene.[47,48]

It is important to know if anti-T.cruzi compounds discov-
ered through viability screens are indeed targeting CYP51 and
ergosterol biosynthesis. Two triazole compounds that inhibit
CYP51 and had demonstrated anti-T. cruzi activity both in vitro
and in vivo,[49-51] posaconazole and ravuconazole (the latter
in the form of a prodrug, E1224), were recently subjected to
clinical trials in Chagas disease patients, after decades without
a single promising drug candidate reaching this stage.
However, frustrating levels of treatment failure occurred in
both studies, possibly due to insufficient efficacy of these
triazoles as monochemotherapy, as data later obtained in
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vitro and in animal models suggest.[47,52,53] Thus counter-
screening of compounds with unknown molecular target
against TcCYP51 is recommended when it is intended to de-
prioritize or avoid this class of inhibitors.[20,54]

Often hit compounds emerging from screening campaigns
still need to undergo through a series of secondary screens to
better profile compound activity. Among the few assays devel-
oped so far for Chagas disease drug discovery, compound
profiling against a panel of T. cruzi strains, the determination
of compound killing kinetics (time-kill or time-to-kill assay),
reversibility (wash-out assay) and compound testing against
trypomastigotes are among the recently developed assays
that are currently considered critical points in drug screening
cascades.[54]

As mentioned earlier, T. cruzi is a genetically diverse organ-
ism with great phenotypically variation both intra and inter-
DTU; drug susceptibility is a well-documented phenotypic
variation in the parasite, both in vitro and in vivo.[55-58] This
variation should be taken into consideration in drug discovery
programs for Chagas disease, as a recent study has shown T.
cruzi strains and clones from all six current phylogenetic
groups showed wide variations in terms of drug susceptibility
against chagasic drugs and drug candidates in a standardized
in vitro assay.[47] In this study, CYP51 inhibitors performed
poorly against most T. cruzi strains. The same study reported
that differences in efficacy against strains correlated with
compound killing kinetics. Benznidazole and nifurtimox were
the fastest to kill T. cruzi and with the best efficacy profile
against all strains and clones tested, suggesting that com-
pounds that are fast to kill might have a broad-spectrum
activity against T. cruzi. Two other studies have also found
that the CYP51 inhibitor posaconazole could not promote
parasitological cure in animal models, and was inferior in
efficacy when compared to benznidazole, regardless of the
mice or parasite strain used.[52,53] Clinical findings also
point to variable efficacy of benznidazole, and consequently
variable degrees of parasitological cure in the treated indivi-
duals, depending on the geographical location. This observa-
tion suggests that the drug susceptibility of the parasite (and
likely the host’s genetic background as well) also play a role in
the treatment outcome.[19,18]

Assays for compound reversibility, also known as washout
assays, are also important, as these assays can determine
whether a compound can eradicate T. cruzi infection in vitro
[59] and, combined with time-to-kill studies, provide knowl-
edge of the compound concentration and time of exposure
needed to achieve cure in vivo. Finally, assays against trypo-
mastigote have also been suggested as important to be per-
formed at some point during the screening cascade for
Chagas disease.[54] Interestingly, several compounds can pre-
sent differential activity against trypomastigotes, epimasti-
gotes, and intracellular amastigotes, sometimes with
significant differences [Refs. 57,60 and our unpublished obser-
vations]. While some variation can be attributed to differential
metabolic profile and protein expression among different
stages of T. cruzi life cycle, methodological differences that
are intrinsic to assays can also at least partially explain differ-
ences in results from independent laboratories (our unpub-
lished observations). Albeit it is still not clear whether

compound activity against trypomastigotes is clinically rele-
vant, it is considered important to know whether the com-
pound in question is active against trypomastigotes and this
information can be used to de-prioritize compounds, when
several series are available for further development.[54]

As results from clinical studies become publicly available, it
becomes paramount that researchers working in drug discov-
ery make an effort to develop improved in vitro and in vivo
assays that can better reproduce clinical findings and key
aspects of the human disease. In this sense, it became evident
that benznidazole is still the best chemotherapy option when
parasitological cure and efficacy is considered, especially in
acute and indeterminate forms of the disease, and possibly for
the chronic patients as well.[20,18,61] However, the results of
the Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis
(BENEFIT) study, a decade-long randomized clinical trial that
evaluated the benefit of etiological treatment of Chagas car-
diomyopathy, were frustrating in demonstrating that etiologi-
cal treatment with benznidazole is not sufficient for resolving
chagasic cardiomyopathy.[19]

4. Target discovery and validation through target
deconvolution

A significant amount of new chemical entities have been
discovered using whole cell assays and phenotypic
approaches, precluding the need of a validated target.
However, the knowledge of the molecular target and mechan-
ism of action of a compound can greatly aid the development
of optimized molecules and facilitate further compound devel-
opment, especially regarding chemical optimization of the
compound - the more you know about a compound, the
better. In this sense, forward chemical genetics approaches
and whole-genome sequencing, proteomic, and metabolo-
mics studies of drug resistant strains are strategies that may
help to identify targets of compounds emerging from pheno-
typic screening campaigns, a process also known as target
deconvolution.[62]

Advanced genomic and proteomic techniques enable the
identification and study of target genes and proteins direct or
indirectly related to compounds mode of action. In a chemi-
cal-genomic approach used to identify a hit compound target,
an efficacious antiprotozoan inhibitor was used to select resis-
tant T. cruzi epimastigotes throughout long-term in vitro cul-
ture in the presence of the compound. The whole-genome
sequencing revealed a mutation in T. cruzi cytochrome b, a
component of mitochondrial respiratory chain complex Ill. The
measurement of oxygen consumption and inhibition of the
cytochrome complex Il further confirmed the potential tar-
get.[63]

Several tools can be approached for narrowing down pos-
sible targets of phenotypic screening hit compound. One
example is chemical proteomic methods, in which classic
affinity chromatography is used for specific target isolation
from the complex proteome throughout direct interaction of
target protein(s) with the small molecule immobilized to a
chromatography resin; the eluted protein is subsequently
identified through direct or indirect sequencing and bioinfor-
matics.[64] Although straightforward and extensively utilized,



this technique demands tedious washing procedures to avoid
nonspecific protein binding, but most of all depends on exten-
sive knowledge of the structure-activity relationship and ide-
ally of the molecular mechanism of action. Otherwise, the
optimal structural modification and method for binding the
inhibitor to the solid matrix must be determined empirically,
usually leading to several attempts of trial and error until the
molecule can be linked to the matrix without impairment in its
original bioactivity.[65] A recent study identified the oral drug
lapatinib, used in combination treatment of breast cancer, and
other tyrosine kinase inhibitors as having trypanocidal activity
in vitro against T. brucei, the causative agent of Human African
trypanosomiasis (HAT). In order to identify the drug target, the
parasite lysate was adsorbed to an ATP-sepharose matrix and
the column-bounded protein were eluted with the inhibitors,
followed by analysis by mass spectrometry. This strategy
resulted to the discovery of a new family of tyrosine protein
kinases, proposed as a drug target in the African trypano-
some.[66]

Another promising new approach is the drug affinity
responsive target stability (DARTS). This technique relies on
the principle that proteins bound to ligands (in this case, small
molecules) are less susceptible to proteolysis, and can thus be
identified in limited proteolysis assays. The major advantage is
that DARTS does not depend on chemical modification of the
small molecule (i.e. by immobilization to a column or by
tagging with fluorophores), and can be applied on crude cell
lysates.[67] An alternative target deconvolution approach is
the activity-based protein profiling, which consists in the use
of activity-based probes, available for specific classes of
enzymes,[68] and has been successfully applied in the identi-
fication of proteins involved in host-parasite interactions.
[69,70]

Empiric chemotherapy against

Drug repurposing emerged as a
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T. cruzi lacks a functional RNAi pathway,[25] and genetic
manipulation of the parasite is laborious and difficult to
achieve. Nonetheless, RNAi screening has been developed
for the related parasite T. brucei, and has paved the way for
a deeper understanding of the mechanism of action of nifur-
timox, a drug active against both trypanosomes.[71,72] RNAi
screens have also been used to gain knowledge of host pro-
teins involved in the infection process. In order to investigate
which host cell factors played essential role in T. cruzi trypo-
mastigote invasion of human cells, an image-based genome-
wide RNAI screening was performed using a printed human
siRNA array transfecting a host cell line of human origin, which
was subsequently challenged with T. cruzi trypomastigotes;
the effect of the different siRNA on the host cell and the T.
cruzi infection was evaluated by high content analysis. It was
found that host genes encoding for cellular membrane pro-
teins or proteins of the TGF-beta pathway are associated with
the infection process.[73] Another similar RNAi study has
linked T. cruzi intracellular growth with the mTOR pathway
and host cell metabolism.[74]

Mammalian and protozoan cells share structurally similar
enzymes, such as essential kinases, reductases, and dehydro-
genases, yet their evolutionary distance resulted in evolve-
ment of homologues in differential enzymatic pathways and
signaling cascades. Thus, several parasite proteins share simi-
larities (albeit weakly) with human counterparts; these differ-
ences can be advantageously used to develop selective drug
inhibitors.[75] As eukaryotic protein kinases have been exten-
sively studied and exhaustively assayed for cancer therapy,[65]
the target (and drug) repurposing approach is being currently
applied against distinct protozoan species.[64] Clinical and
pre-clinical inhibitors of human phosphoinositide-3-kinase
and mammalian target of rapamycin (mTOR) kinase were

Screening campaigns will be

Chagas disease was
introduced shortly after the
pathogenesis was discovered
in 1909

Up to the 60°s, the non-
efficacious treatment relied
chiefly [o]] antimalarials,
arsenic  formulations  and
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In 1966 the drug benznidazole
was introduced for
chemotherapy, followed by
the nitrofuran  derivative
nifurtimox in 1970

For many vyears, drug
discovery for Chagas disease
was halted, and as a rule only
cases of acute infection were
treated

trend for discovery of novel
chemical entities that could be
quickly advanced into clinical
trials

Increased drug discovery
efforts, with a focus on
phenotypic screening; millions
of compounds, mostly synthetic,
have been screened against T.
cruzi

Randomized clinical trials
showed benznidazole is still the
best chemotherapy option for
etiological treatment and
parasitological cure available,
however is associated high rates
of adverse effects

Improved in vitro assays and
animal models can more
accurately  reproduce  data
observed in the human trials

Figure 2. Overview of major tendencies of Chagas disease drug discovery.
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assayed against distinct trypanosomatids species (T. cruzi, T.
brucei, and Leishmania sp.), and an advanced clinical candidate
against solid tumors (NVP-BEZ235) presented potential in vitro
antiparasitic growth within nanomolar range concentration.
[76] And these are but some of the existing drugs available
for repurposing, and that provide new pathways for the dis-
covery and validation of novel drug targets in trypanosomes.

In addition to the described techniques, numerous other
approaches can be used to dissect the potential drug mole-
cular functioning within the multiple pathway host-parasite
interaction scenarios, not only by bolstering drug discovery
efforts but also by aggregating essential knowledge to
improve the understanding of this complex disease.

5. Conclusion

Drug discovery for Chagas disease has evolved from limited and
laborious compound testing in manual assays to sophisticated
in vitro and in vivo assays that accelerated the discovery of
novel and promising compounds (Figure 2). Whole-cell, viabi-
lity-based screening approaches are increasingly becoming a
major strategy in the discovery of new drugs, and neglected
tropical diseases are no exception. Although knowledge of the
target can positively contribute to the drug discovery process, it
is not imperative to the successful discovery and optimization
of new compounds. In the case of Chagas disease, there is little
consensus on what are the in vitro and in vivo experimental
models that will result in proper and meaningful validation of
targets that are relevant, or even essential, in Chagas disease.

In recent years, phenotypic assays have been used to screen
large compound collections against T. cruzi, generating a large
number of compounds that are being taken into drug discovery
programs for lead optimization. Secondary assays recently devel-
oped present a good correlation with in vivo models and provide
relevant information for compound prioritization. Hit and lead
compounds can be used for target discovery in chemical genet-
ics approaches, and knowledge of the target can then be used in
the drug discovery process to optimize compound activity, and
increase our knowledge of the disease.

6. Expert opinion

HCS assays are associated with some limitations: they are
subjected to greater variability than target-based approaches;
in the case of T. cruzi drug screening, often carried out in
academic or not-for-profit institutions with more limited
resources, HCS equipment and assay cost can be prohibitive.
Despite these limitations, T. cruzi HCS assays are nonetheless
the best approach available for drug screening for Chagas
disease because of its considerable advantages and greater
cost-benefit relationship: HCS assays often are more sensitive
than other viability-based approaches, such as whole-well
fluorescence or luminescence-based assays. This increment in
sensitivity can result in important differences in compound
profiling — a drug that is highly efficacious in the colorimetric
assay may actually be only moderately efficacious in the HCS
visual assays. Additionally, HCS assays are shorter in time (due
to higher sensitivity), allows for a more accurate for estimation
of compound selectivity toward the parasite in the same

reading and is apparently less biased toward the selection of
CYP51 inhibitors, although further experiments must be per-
formed to demonstrate whether this CYP51 bias can be at
least partially attributed to the choice of the Tulahuen clone
for drug screening.

If combined, the major screening campaigns undertaken
for Chagas disease have tested more than 2.5 million screen-
ing points, likely with a partial overlap in terms of chemical
diversity of synthetic compounds. These initiatives will result
in the discovery of several new promising leads and hopefully
in drug candidates. In the coming years, screening campaigns
should shift to less explored areas of the chemical space, such
as natural products, in order to keep producing new drug
candidates that could serve as backups for compounds cur-
rently more advanced in the pipeline.

As more clinical data on Chagas disease chemotherapy
becomes available, the gained knowledge should be used to
improve current research models. This increased knowledge,
together with technological advances in 3D assays and in the
use of induced pluripotent stem cells (iPSCs), will also enable
the development of more complex HCS assays that can better
reproduce complex human tissues and organs.

Several studies in the past years have clearly demon-
strated that benznidazole, the standard of care for Chagas
disease, presents variable clinical efficacy for etiological
treatment of Chagas disease, depending on the origin of
the patient (which implies that both host and parasite
genetic background are important for clinical outcome).
Benznidazole is also associated with high rates of adverse
effects and does not seem to be beneficial in improving
clinical prognosis for chronic cardiac patients. Thus, new
treatment options are still urgently needed, and ideally
should combine one or more drugs with efficacious antipar-
asitic activity with drugs for clinical management of chronic
patients with cardiac and digestive manifestations. And
while the scientific community has now several new assays
and technologies that will become fundamental in the dis-
covery of novel chemical entities with anti-T. cruzi activity,
there is still a lack of in vitro and in vivo models that can
accurately reproduce disease pathogenesis and ‘reversely
translate’ clinical findings into models compatible, in terms
of time and costs, with drug discovery programs.

It is likely and highly desirable that we see an increasing
trend in the direction of using novel compounds and drugs as
probes in the discovery of new drug targets. Chemical genetics
approaches are likely to become an important strategy in the
Chagas disease research, given the lack of tools and difficulties
associated with genetics in T. cruzi. A combination of scientific
rigor and in vitro and in vivo screening technologies with the
gain in understanding of the most relevant disease targets and
pathways will eventually — hopefully soon - lead to the discov-
ery of new and better drugs to treat Chagas disease.
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and Leishmania infantum. Among the synthesized library, compounds 1, 3, 4, 7 and 8 were the most
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1. Introduction

The kinetoplastid parasites Trypanosoma brucei, Trypanosoma
cruzi and Leishmania spp. are responsible for potentially fatal
insect-borne diseases namely, respectively, Human African
Trypanosomiasis (HAT), Chagas disease and Leishmaniasis [1—3].
Despite the serious health, economic and social consequences of
these parasitic infections, there are no available vaccines. Therefore,
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disease control relies only on chemotherapy and prophylaxis. The
available drugs suffer from many drawbacks including toxicity,
poor efficacy and drug resistance [4]. Hence, there is an urgent
requirement for new, safe and effective drugs. Phenotypic
screening approaches have been successfully used in the field of
neglected diseases, particularly for the treatment of HAT [5]. Two
compounds, discovered through a phenotypic screening, have
recently been progressed into clinical trials by DNDi: fexinidazole, a
nitroimidazole, and SCYX-7158, an oxaborole [6]. In the drug dis-
covery process for new antileishmanial and antitrypanosomal
drugs, phenotypic screening and follow up optimization were
largely applied and provided a wide range of chemical structures,
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In our search for new protein farnesyltransferase inhibitors with improved antiparasitic activities, we
modified our previously developed 3-arylthiophene series of inhibitors by replacing the thioisopropyl
group by different substituted imidazolylmethanamino moieties. Twenty four new derivatives were
synthesized and evaluated against human and parasite farnesyltransferases, and their anti-parasitic
activity was determined against Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, and
Leishmania donovani. Introduction of a N-p-substituted-benzylimidazole led to significantly increase the
inhibition of parasite proliferation in the submicromolar range. The structure of the best inhibitors was

ﬁ%ﬁ;ﬁ:}lene parasite dependent. Three compounds possess ICsg values at the same range as the reference miltefosine
Protozoan parasites against L. donovani proliferation and other new derivatives display high level of anti-trypanosomal ac-
Trypanosoma tivity against T. cruzi, higher or in the same order of magnitude as the reference compounds benznidazole
Leishmania and nifurtimox.

Malaria © 2015 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Neglected tropical diseases (NTD) affect over a billion people in
the world, especially in the developing world and are responsible
for more than 500,000 deaths per year [1]. Human African
Trypanosomiasis (African sleeping sickness), Chagas disease and
leishmaniasis are NTDs all caused by protozoan parasites of Try-
panosoma and Leishmania genus, respectively. Malaria, the most
widespread parasitic disease, is also caused by protozoan parasites
(Plasmodium) and still responsible for the death of hundred thou-
sands of people every year despite the numerous efforts deployed
to fight this disease. Between 1975 and 2004, only 21 new approved
drugs concerned NTDs, and also malaria and tuberculosis, i.e. 1.3% of
the new drugs whereas these diseases account for 11.4% of the
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global illness burden [2]. Therefore there is a crucial need for new
treatments that ideally should be safe, effective, affordable, and
easy-to-use. In the past 12 years, many efforts have been made to
elaborate collaborative approaches for drug discovery and devel-
opment and to build partnerships such as Medicines for Malaria
Venture (MMV) or Drugs for Neglected Disease initiative (DNDi).
Despite these progresses in drug discovery for NTDs, there is still an
imperative demand for new chemical entities. Among the potential
targets to fight against these neglected parasitic diseases, protein
farnesyltransferase (FTase) was considered of interest because far-
nesylated proteins are involved in cell signaling pathways [3,4].
Farnesylation is a post-translational modification of protein
enabling them to anchor to the cellular membrane where they are
active or to promote protein—protein interactions [5,6]. This
modification occurs on proteins bearing a C-terminal CaaX motif,
where C is the cysteine to be farnesylated, a is an aliphatic amino
acid and X is more frequently a methionine or a glutamine. Actually,
many potent protein farnesyltransferase inhibitors (FTIs) display
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ABSTRACT

Inhibition of the sterol biosynthesis is a highly attractive strategy for chemotherapy of Trypanosoma cruzi, because this
protozoa mainly depends on endogenous ergosterol. Various racemic, but only a few chiral quinuclidines were proven to be
strong inhibitors of ergosterol biosynthesis in protozoa and fungi. In this study we describe the preparation of chiral 3-[[(aryl-
) methyl] amino]- and 3-[[(heteroaryl)methyl]-amino]quinuclidines and their evaluation as inhibitors of intracellular
Trypanosoma cruzi amastigotes with the aim to explore their potential for the development of new drugs against the Chagas
disease. Main objective was to study the influence of the absolute configuration of the stereo center at C-3 on the biological
activity on Trypanosoma cruzi. Most compounds showed a high biological activity against growth of intracellular
Trypanosoma cruzi amastigotes. This is the first study comparing the biological activity of enantiomers of selected chiral 3-
[[(aryl) methyl] amino]- and 3-[[(heteroaryl)methyl]amino]quinuclidines on Trypanosoma cruzi intracellular amastigotes.
(S)-enantiomers exhibited a higher biological activity against this pathogenic protozoa as (R)-enantiomers. All compounds
were highly selective towards the parasite and showed low cytotoxicity to host cells.

Keywords: Chiral Arylquinuclidines, Trypanosoma cruzi, Intracellular Amastigotes.

ARTICLE INFO

CONTENTS
B 6o s oo Yo LT T o R 273
2. EXperimental. . . ... ... e e e e e e e e e e 273
3. Results and DiSCUSSION. . . . . ¢ o ittt ettt et et e e e e e e e e e e e e e e 275
4. CONCIUSION. . . . ottt e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e 277
5. ACKknOwIedZement. . . . . . .. e e e e e e e 277
6. R erenCes . . . . .o e e e e e e e e e 277

Article History: Received 18 March 2016, Accepted 29 April 2016, Available Online 27 May 2016

*Corresponding Author

Simon Bernhard Cammerer

Instituto de Quimica, Universidade Estadual de
Campinas, Rua Monteiro Lobato S/N, Cidade
Universitaria Zeferino Vaz, Barao Geraldo, CP HaiR
6154, CEP 13083-970, Campinas, Brasil. et 2.1
Manuscript ID: IJCPS2952 PAPER-QR CODE

-

International Journal of Chemistry and Pharmaceutical Sciences 272



Anexo VIII:

Gabrielle Frizzo Souza, Simon Bernhard Cammerer, Caio Haddad Franco, Laura Maria
Alcantara, Carolina Borsoi Moraes and Lucio Holanda Freitas-Junior. N-[4-[Benzyloxy]
benzyl]-benzenemethaneamines with High Biological Activity against Intracellular
Trypanosoma cruzi and Leishmania infantum Amastigotes. International Journal of
Chemistry and Pharmaceutical Sciences, 2016.

Simon Bernhard Cidmmerer et al, IJCPS, 2016, 4(11): 570-578 CODEN (USA): IJCPNH | ISSN: 2321-3132

International Journal of Chemistry and
Pharmaceutical Sciences

Journal Home Page:www.pharmaresearchlibrary.com/ijcps

Research Article Open Acces

N-[4-|Benzyloxy] benzyl]-benzenemethaneamines with High Biological Activity
against Intracellular Trypanosoma cruzi and Leishmania infantum Amastigotes

Gabrrielle Frizzo Souza 1, Simon Bernhard Céimmererl*, Caio Haddad Franco 2,
Laura Maria Alcantaraz, Carolina Borsoi Moraesz, Lucio Holanda Freitas-Junior 2*

Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Rua Monteiro Lobato S/N, Cidade Universitaria Zeferino Vaz,
Bardo Geraldo, CP 6154, CEP 13083-970, Campinas, Sdo Paulo, Brasil.

2Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio), Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), Rua
Giuseppe Maximo Scolfaro. 10.000 — Polo II de Alta Tecnologia Campina —Sdo Paulo, Brasil.

ABSTRACT

Chagas disease and Leishmaniasis, caused respectively by Trypanosoma cruziand Leishmania spp., are neglected tropical
diseases for which only unsatisfactory chemotherapeutic options are available. Therefore, there is still an urgent need to
develop novel and improved pharmaceuticals for the treatment of these diseases. Inhibition of sterol biosynthesis has been
proposed as a strategy for chemotherapy of Trypanosoma spp. and Leishmania spp., because they mainly depend on
endogenous ergosterol. Benzyl farnesyl amine has been proven to exhibit high inhibition of human squalene synthase (SQS),
a key enzyme of cholesterol biosynthesis in man. Isosteric replacement of the farnesyl chain for benzyloxybenzyl substituent
has been demonstrated to result in derivatives with stronger inhibition of human SQS and higher metabolic stability. These
mimetics of benzyl farnesyl amine have never been tested for biological activity against Trypanosoma cruzi and
Leishmaniainfantum. In this study, a small library of substituted N-[4-[benzyloxy] benzyl]-benzenemethaneamines was
prepared by chemical synthesis and tested for biological activity against these pathogenic tropical protozoa. All compounds
exhibited high activity against intracellular amastigotes of 7rypanosoma cruzi and Leishmaniainfantum. N-[[4-[3",4 -
Dimethoxy]- benzyloxy]benzyl]-benzenemethaneamine hydrochloride 6¢ showed, with ECso: 2.8 uM, the highestpotency
against Trypanosoma cruzi, comparable to the activity of the positive controlbenznidazole (ECso: 3.0 pM), whereas(S)-a-
methyl-N-[4-[benzyloxy]benzyl]-benzenemethaneaminehydrochloride 6f presented the most potent activity against
Leishmaniainfantum, with ECsy: 7.7uM. The compounds presented a high selectivity towards Leishmania
infantumamastigotes. This finding demonstrates that structurally simple SQS inhibitors have a high potential in anti-Chagas
and anti-Leishmaniasis drug design. It is of great importance for the development of novel, low cost antitrypanosomial and
antileishmanial drugs in emerging countries.
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Diseases Drug Discovery
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Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is a parasitosis that predominates in Latin America. It is
estimated that 25 million people are under the risk of infection and, in 2008, more than 10 thousand
deaths were registered. The only two drugs available in the therapeutics, nifurtimox and benznidazole,
showed to be more effective in the acute phase of the disease. However, there is no standard treatment
protocol effective for the chronic phase. Nitrofurazone (NF), an antimicrobial drug, has activity against
T. cruzi, although being toxic. Considering the need for new antichagasic drugs, the existence of prom-
ising new therapeutic targets, as 14a-sterol demethylase and cruzain, and employing the bioisosterism
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and molecular hybridization approaches, four novel compounds were synthesized, characterized by
melting point range, elemental analysis, IR and NMR spectroscopy. The compounds were tested against
T. cruzi amastigotes in infected U20S cells. All compounds showed selectivity towards T. cruzi and
showed trypanomicidal activity in low micromolar range. The compound 3 showed potency similar to
benznidazole, but lower efficacy. These results highlight the importance of the 1,2,4-triazole, thio-
semicarbazonic and nitro group moieties for designing new efficient compounds, potentially for the

chronic phase of Chagas disease.

© 2016 Published by Elsevier Masson SAS.

1. Introduction

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is an
infectious disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi [1,2].
Predominantly present in Latin America, it is estimated to cause 7
thousand deaths yearly and approximately 7 million people are
estimated of being infected worldwide. However, some studies
have suggested that this number is underestimated due to failures
on diagnosis and notification [3,4].

The acute stage of this illness is virtually asymptomatic and
often difficult to detect, depending of the host’s immune system [5].
The therapy mainly relies on nitroaromatic drugs, nifurtimox and
benznidazole, which are responsible for 50—60% of parasitological
cure of adults in the chronic stage and show considerable toxicity

* Corresponding author.
E-mail address: hajudan@usp.br (E.L Ferreira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2016.04.065
0223-5234/© 2016 Published by Elsevier Masson SAS.

[6]. Therefore the search for new and more effective drugs is of
utmost importance.

Finding an appropriate treatment for the chronic phase of
Chagas disease has been a complex and difficult challenge. Despite
many molecular targets have been explored, and high potency and
low toxicity molecules are being found, the clinical trials did not
succeed (Merck, ClinicalTrials.gov ID NCT01377480, Hospital Uni-
versitari Vall d’Hebron Research Institute, ClinicalTrials.gov ID
NCT01162967). The differences among strains of the parasite and
the complexity of the interactions between parasite and host can be
responsible for those drawbacks [7].

It is worth mentioning nitrofurazone, a nitroheterocyclic topic
antiseptic, which is known to have antitrypanosomal activity by
generating oxygen reactive species, which interferes with trypa-
nothione reductase [8,9] a specific parasite detoxifying enzyme,
and also an inhibition of cruzipain, the main parasite protease [10].
The exploration of this dual mechanism is a strategy to overcome
the problems of low efficacy and parasite resistance during the
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A library of 16 4-substituted 2-(1H-pyrrolo[3,2-c]pyridin-2-yl)propan-2-ols 17—32 has been synthesized
for use in biological testing against Trypanosoma cruzi, the protozoan parasite that causes Chagas disease.
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The 4-substituted 2-(1H-pyrrolo[3,2-c]pyridin-2-yl)propan-2-ols 17—32 were subjected to biological
testing to evaluate their efficacy against intracellular Trypanosoma cruzi (Y strain) amastigotes infecting
U20S human cells, with benznidazole as a reference compound. The assay was performed in duplicate
(two independent experiments) and submitted to High Content Analysis (HCA) for determination of
trypanocidal activity. Three of the tested compounds presented relatively high trypanocidal activity (19,
22 and 29), however severe host cell toxicity was observed concomitantly. Chemical optimization of the
highly active compounds and the synthesis of more compounds for biological testing against Trypano-
soma cruzi will be required to improve selectivity and so that a structure-activity relationship can be
generated to provide a more insightful analysis of both chemical and biological aspects.

Chagas disease

© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a
chronic infectious disease endemic in Latin America. The disease is
caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, which is
transmitted to humans by blood-sucking triatomine insect vectors.
Other forms of contagion are organ transplant or blood transfusion
contaminated with Trypanosoma cruzi, transmission from mother
to fetus during pregnancy (vertical transmission), or by ingestion of
food or drink contaminated with live parasites [1]. The World
Health Organization estimates that there are approximately 7
million people who are infected with Trypanosoma cruzi in the
world, and although Chagas disease is endemic in Latin America,
global migratory phenomena has scattered infected individuals to
several non-endemic countries, including USA, Canada, Spain
Australia and Japan, where parasite transmission can occur, espe-
cially for organ transplantation and transfusion of contaminated

* Corresponding author.
** Corresponding author.
E-mail addresses: luciofreitasjunior@gmail.com (L.H. Freitas-Junior), hstefani@
usp.br (H.A. Stefani).
1 Present address: Instituto Butantd, Sdo Paulo, SP, Brazil.
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blood, since the practice of screening for Trypanosoma cruzi in
blood and organ banks is not common in these countries [2]. It is
estimated that in the United States alone there are about 300
thousand infected individuals, and a recent study suggests that a
cycle of transmission of Trypanosoma cruzi is occurring locally [3].
Chagas disease begins when an individual becomes infected with
Trypanosoma cruzi. Transmission by vector occurs when tri-
atomines deposit infected faeces near the site of the bite, the bite of
which compromises the physical integrity of the skin. The bite in-
duces an inflammatory reaction that causes itching so that when
the individual scratches the site of the bite the contaminated faeces
are spread to the bite, allowing the parasite to penetrate the bite
lesion (or the parasites can be spread to the mucous membranes,
such as the eyes, where the parasites can easily enter).

The transmission form of the parasite is called the trypomasti-
gote, and is capable of infecting various cells in the host organism.
Once inside the cells the trypomastigotes differentiate into amas-
tigotes, which are intracellular forms that are able to multiply. After
a few days, the amastigotes differentiate into trypomastigotes and
disrupt the host cell by moving in a tumbling fashion, they then go
on to infect new cells, thus establishing the infection in the host.

The initial period of infection (acute phase) is characterized by
non-specific symptoms such as fever, and diagnosis often fails due
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The effects on potency of cruzain inhibition of replacing a nitrile group with alternative warheads were
explored. The oxime was almost an order of magnitude more potent than the corresponding nitrile and
has the potential to provide access to the prime side of the catalytic site. Dipeptide aldehydes and
azadipeptide nitriles were found to be two orders of magnitude more potent cruzain inhibitors than

the corresponding dipeptide nitriles although potency differences were modulated by substitution at
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magnitude.

P1 and P3. Replacement of the o methylene of a dipeptide aldehyde with cyclopropane led to a loss of
potency of almost three orders of magnitude. The vinyl esters and amides that were characterized as
reversible inhibitors were less potent than the corresponding nitrile by between one and two orders of

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Cysteine proteases have been linked to a range of human dis-
eases.'™ In particular, members of this target class are seen as
potential targets for therapeutic intervention in the treatment of
parasitic diseases such as Chagas disease,” African sleeping sick-
ness® and leishmaniasis.” A commonly employed tactic in design
of cysteine protease inhibitors is to incorporate an electrophilic
moiety that can form a covalent bond between the catalytic cys-
teine and the inhibitor.>*®13 These functional groups are com-
monly termed ‘warheads’ and the electrophilic center is typically
an unsaturated carbon atom. Formation of a covalent bond
between inhibitor and enzyme allows the cysteine thiol to be
exploited as a molecular recognition element even when the asso-

Abbreviations: Boc, tert-butyloxycarbonyl; Cbz, carboxybenzyl; CCso, half max-
imal cytoxicity concentration; ECso, half maximal effective concentration; EDC, N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride; IBX, 2-iodoxyben-
zoic acid; K;, inhibitory constant; pCCso, —10g10(CCs0/M); PECso, —10g10(ECs0/M);
PKi, —log10(Ki/M); SAR, structure activity relationship; ApK;, change in pK; resulting
from a structural transformation.
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ciated part of the protein molecular surface is suboptimal for for-
mation of non-covalent interactions.'” For example, the
molecular surface associated with the catalytic thiol of a cysteine
protease is typically saddle-shaped (i.e. concave in one direction
but convex in another).!’ The nitrile group®''~'* is considered to
be a particularly useful warhead for cysteine protease inhibition
on account of its metabolic stability, polarity and small contribu-
tion to molecular size.

Although covalent binding to proteins is often believed to be
irreversible, this does not have to be the case. While reversibility
of binding may reduce the risk of adverse effects, irreversible bind-
ing can result in prolonged duration of action.>®° Selectivity can
be achieved'® with irreversible inhibitors but irreversibility to
the extent that a drug remains covalently bound to peptide frag-
ments after protein degradation is generally undesirable because
it can lead to immunogenicity.'' The functional behavior of war-
heads is sometimes assumed to be determined entirely by elec-
trophilicity although atoms bonded to the electrophilic center
can form non-covalent interactions with target proteins that also
modulate affinity. Examples of these non-covalent interactions
are shown in Fig. 1 for inhibitors based on nitrile’® and o-
ketoamide'” warheads. Fig. 1 also illustrates how a 1,2-dicarbonyl
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Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a neglected chronic tropical infection
endemic in Latin America. New and effective treatments are urgently needed because the two available
drugs - benznidazole (BZD) and nifurtimox (NFX) - have limited curative power in the chronic phase of the
disease. We have previously reported the design and synthesis of N’-[(5-nitrofuran-2-yl) methylene]
substituted hydrazides that showed high trypanocidal activity against axenic epimastigote forms of three
T. cruzi strains. Here we show that these compounds are also active against a BZD- and NFX-resistant
strain. Herein, multivariate approaches (hierarchical cluster analysis and principal component analysis)
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were applied to a set of thirty-six formerly characterized compounds. Based on the findings from
exploratory data analysis, novel compounds were designed and synthesized. These compounds showed
two-to three-fold higher trypanocidal activity against epimastigote forms than the previous set and were
25—30-fold more active than BZD. Their activity was also evaluated against intracellular amastigotes by
high content screening (HCS). The most active compounds (BSF-38 to BSF-40) showed a selective index
(SI') greater than 200, in contrast to the SI' values of reference drugs (NFX, 16.45; BZD, > 3), and a 70-fold
greater activity than BZD. These findings indicate that nitrofuran compounds designed based on the ac-
tivity against epimastigote forms show promising trypanocidal activity against intracellular amastigotes,

which correspond to the predominant parasite stage in the chronic phase of Chagas disease.

© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Chagas disease (CD) is a potentially life-threatening illness to
around eight million infected people in 21 Latin American coun-
tries. The disease is emergent in non-endemic countries introduced
by extensive global migrations and perpetuated by means of
congenital transmission [1].

The protozoan Trypanosoma cruzi, which is the etiological agent

* Corresponding author. Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Sao Paulo, SP 05508-000,
Brazil.
E-mail addresses: palaceberlf@usp.br, fanny.palace@gmail.com (F. Palace-Berl).
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of CD, has three main developmental forms: the epimastigote,
encountered in the gut of triatomine vectors and easily cultured in
the laboratory; the trypomastigote, encountered in the blood of
infected hosts and that has the capacity to invade mammalian cells;
and the amastigote, which multiplies in the cytoplasm of infected
cells. T. cruzi strains show a remarkable genotypic and phenotypic
heterogeneity. At the present, the parasite strains are partitioned
into six lineages or discrete typing units (DTUs), TcI—TcVI [2], which
have distinct, but not exclusive ecological and epidemiological as-
sociations [3].

Current treatment options for CD are limited to two nitro-
heterocyclic drugs: benznidazole (BZD) and nifurtimox (NEX).
Although both drugs are quite effective in curing patients in the
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Abstract

Microorganisms dominate most of Antarctic ecosystems and play a crucial role in their functioning. They are called extremo-
philic microorganisms with unique and versatile metabolic properties with possible biotechnological applications in several
areas. The aim of the present study was to identify psychrotolerant microorganisms from Antarctic continent samples and to
screen them for antimicrobial effects. Phylogenetic analyses revealed that most isolates were closely related to recognized
species, including those recovered previously from Antarctica, which belonged to the major phyla Firmicutes, Bacteroi-
detes, Actinobacteria, and Proteobacteria (classes Alpha, Beta, and Gammaproteobacteria). A total of 326 bacterial isolates,
distributed in 39 different genera, were recovered and identified based on sequencing of the 16S rRNA gene. The main
representative genera were Arthrobacter, Psychrobacter, Pseudoalteromonas, and Rhodococcus. Antimicrobial screening
revealed fifteen isolates capable of inhibiting growth of at least one of the indicator strains: Escherichia coli, Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, and Candida albicans. One psychrotolerant bacterium, Pseudomonas sp.
isolate 99, showed a broad antimicrobial range, in addition to antiproliferative and antiparasitic activity. Overall, the small
number of antibiotic-producing isolates obtained and the weakness of their inhibition halos corroborated previous findings
suggesting that cold-loving bacteria from Antarctica are not as good as their relatives from mesophilic environments for anti-
microbial prospecting. Nonetheless, antiproliferative and antiparasitic results observed are promising and suggest that there
is an untapped wealth in Antarctic environments for bioprospecting compounds with pharmaceutical potential application.

Keywords Bioprospecting - Bioactive compounds - Cold environments - 16S rRNA genes - Pseudomonas
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Some 1,3-diarylureas and 1-((1, 4-trans) —4-aryloxycyclohexyl)—3-arylureas (cHAUs) activate heme-
regulated kinase causing protein synthesis inhibition via phosphorylation of the eukaryotic translation
initiation factor 2 (elF2) in mammalian cancer cells. To evaluate if these agents have potential to inhibit
trypanosome multiplication by also affecting the phosphorylation of elF2 alpha subunit (elF2),

we tested 25 analogs of 1,3-diarylureas and cHAUs against Trypanosoma cruzi, the agent of Chagas
disease. One of them (I-17) presented selectivity close to 10-fold against the insect replicative forms
and also inhibited the multiplication of T. cruziinside mammalian cells with an ECs, of 1-3uM and a
selectivity of 17-fold. I-17 also prevented replication of African trypanosomes (Trypanosoma brucei
bloodstream and procyclic forms) at similar doses. It caused changes in the T. cruzi morphology,
arrested parasite cell cycle in G1 phase, and promoted phosphorylation of elF2c. with a robust
decrease in ribosome association with mRNA. The activity against T. brucei also implicates elF2a
phosphorylation, as replacement of WT-elF2a with a non-phosphorylatable elF2c, or knocking down
elF2 protein kinase-3 by RNAi increased resistance to I-17. Therefore, we demonstrate that elF2a
phosphorylation can be engaged to develop trypanosome-static agents in general, and particularly by
interfering with activity of elF2 kinases.

Parasitic diseases caused by protozoa such as Chagas disease and African Trypanosomiasis still lack effective,
safe, and highly accessible chemotherapy!~%. The available drugs are toxic, the treatments show a high degree of
abandon due to aggressive side effects® and resistance has been detected®. Currently, very few compounds are on
clinical trials for Chagas disease and African Trypanosomiasis caused respectively by Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma brucei”s.

Different approaches have been devised to identify new compounds to treat these diseases. Previous works
have explored unique trypanosome biological processes to find new drug targets. Examples are studies tar-
geting cysteine proteases, farnesyl pyrophosphatase synthase, glyceraldehyde 3-phosphate-dehydrogenase,
14o-demethylase and trans-sialidases®!!. The enzyme 14a-demethylase has gathered attention due to its essential
role in biosynthesis of steroids. This enzyme is inhibited by azolic compounds originally developed as antifungal
agents, which were subsequently repurposed for treatment of Chagas disease!>!3. Although, the treatment with
a 14a-demethylase inhibitor, called posaconazole, has shown promising results, this treatment did not elimi-
nate the parasite in most cases, probably due to differences in parasite strains'*!® and prompted combinatory
therapies’®.
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