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RESUMO

As doencas tropicais negligenciadas (DTN’s) compdem um conjunto de patologias,
endémicas em regides de vulnerabilidade socioeconémica, das quais se destacam a doenca de
Chagas, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, e a doenca do sono, causada pelo
Trypanosoma brucei. Um dos principais problemas relacionados as DTN’s, ¢ a falta de acesso
as medidas preventivas pelas doencas citadas, bem como a deficiéncia de tratamentos
medicamentosos para estas. No entanto, apesar de existirem poucos estudos que busquem o
desenvolvimento de novos medicamentos para este fim, é possivel identificar algumas classes
terapéuticas que se mostraram promissoras e estratégicas para contornar a deficiéncia
mencionada. Apos revisao de literatura, utilizando base de dados virtuais, como Bentham
Science, MDPI e Science Direct, foi possivel observar algumas moléculas com a¢do multialvo
frente ao T. cruzi ou T. brucei. Na doenca de Chagas foi possivel observar essa acdo dos
compostos: nitrofuranos, pela inibicdo da sintese de estereol e indugdo do estresse oxidativo;
benzotioureias, pela inibicdo da Cruzaina e da CYP51; chalconas, pela inibicdo também da
cruzaina, porém somada a inibicdo da Tripanotiona redutase; fenilpropanoides, pela inibicdo
de proteinas quinases e inducdo de reagdes oxidativas; e por fim o reposicionamento do
Metrotexato, por ter inibido as enzimas diidrofolato redutase (DHFR) e pteridina redutase 1
(PTR1). Além disso, foi possivel observar a inibicdo da DHFR e PTR1, também nos estudos
voltados ao T.brucei, pela acdo das lactonas sesquiterpenicas, curcumina, inibidor de Tb
DHFR cicloguanil (CYC), pirimetamina (PYR) e alcaldides. No entanto, outros alvos foram
inibidos ou induzidos no T.brucei, como a inibicdo das fosfodiesterases 1 e 2 pelo
antineopléasico piclamilast; inibicdo das proteinas quinases e inducdo de reacGes oxidativas
pela naftoquinona e bifenildiamidina, bem como a acdo do composto 16-a-hidroxicleroda-
3,13 (14)-Z-dien-15,16-0lida, isolado da Polyalthia longifdlia, o qual foi capaz de induzir a
formacéo de radicais de oxigénio por mais de uma via. No entanto, foi possivel destacar a
inibicdo das enzimas DHFR e PTR1, como sendo a agdo multialvo mais promissora, tendo em
vista que essas enzimas estdo presentes tanto no T. cruzi, quando no T. brucei, sendo
responsavel pelo metabolismo do folato, essencial no desenvolvimento parasitario. Por fim, o
alcaloide (25) e a Pirimetamina mostraram-se moléculas estratégicas, ao inibirem
predominantemente a enzima PTR1, presente apenas nos parasitas, sendo esta preferivel como

alvo terapéutico.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Trypanosoma brucei; doenca de Chagas; doenca do

sono; compostos multialvo.



ABSTRACT

Neglected tropical diseases (NTDs) make up a set of pathologies, endemic in regions of
socioeconomic vulnerability, including Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma
cruzi, and sleeping sickness, caused by Trypanosoma brucei. One of the main problems
related to NTDs is the lack of access to preventive measures for the diseases mentioned, as
well as the lack of drug treatments for them. However, although there are few studies that
seek to develop new medications for this purpose, it is possible to identify some therapeutic
classes that have shown themselves to be promising and strategic in overcoming the
aforementioned deficiency. After reviewing the literature, using virtual databases such as
Bentham Science, MDPI and Science Direct, it was possible to observe some molecules with
multi-target action against T. cruzi or T. brucei. In Chagas disease it was possible to observe
this action of the compounds: nitrofurans, by inhibiting sterol synthesis and inducing
oxidative stress; benzothioureas, by inhibiting cruzain and CYP51; chalcones, by also
inhibiting cruzain, but in addition to the inhibition of trypanothione reductase;
phenylpropanoids, by inhibiting protein kinases and inducing oxidative reactions; and finally
the repositioning of Metrotexate, as it inhibited the enzymes Dihydrofolate reductase (DHFR)
and Pteridine Reductase 1 (PTR1). Furthermore, it was possible to observe the inhibition of
DHFR and PTR1, also in studies focused on T. brucei, through the action of sesquiterpene
lactones, curcumin, Tb DHFR inhibitor cycloguanil (CYC), pyrimethamine (PYR) and
alkaloids. However, other targets were inhibited or induced in T.brucei, such as the inhibition
of phosphodiesterases 1 and 2 by the antineoplastic piclamilast; inhibition of protein kinases
and induction of oxidative reactions by naphthoquinone and biphenyldiamidine, as well as the
action of the compound 16-a-hydroxycleroda-3,13 (14)-Z-dien-15,16-olide, isolated from
Polyalthia longifolia, which was capable of inducing the formation of oxygen radicals
through more than one pathway. However, it was possible to highlight the inhibition of the
enzymes DHFR and PTR1, as being the most promising multi-target action, considering that
these enzymes are present in both T. cruzi and T. brucei, being responsible for the metabolism
of folate, essential in parasitic development. Finally, the alkaloid (25) and Pyrimethamine
proved to be strategic molecules, as they predominantly inhibited the PTR1 enzyme, present
only in parasites, which is preferable as a therapeutic target.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Trypanosoma brucei; Chagas disease; sleeping sickness;

multitarget compounds.
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1. INTRODUCAO

As Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTN’s) compreendem patologias causadas por
agentes infecciosos ou parasitarios, endémicas em populacfes que apresentam baixos indices
socioecondmicos. O conjunto de DTN’s sdo responsaveis pela morte de 500 mil a 1 milhdo de
pessoas por ano. Dentre os fatores que contribuem para esse alto indice de mortalidade, pode-
se destacar a falta de acesso as medidas de prevengdo bem como ao diagnostico e tratamento
medicamentoso por parte dos individuos mais pobres (Ricardo Valverde, Fiocruz, Brasil).

Dentre as DTN’s, pode-se destacar as doencas extremamente negligénciadas, nas quais
estdo inseridas a doenca de Chagas e a doenga do sono (Ricardo Valverde, Fiocruz, Brasil).
Ambas patologias sdo causadas por parasitas do género Trypanosoma, tendo em vista que a
doenca de Chagas tem como agente etioldgico o T. cruzi, estando cerca de 6 a 7 milhdes de
pessoas contaminadas por ele em todo 0 mundo; e a doenga do sono, o T. brucei, apresentando
um histérico de pandemias entre 1896 e 1906, décadas de 1920 e 1970, bem como no final de
1990 (World Health Organization, 2024).

Quanto a transmissdo, a doenca de Chagas tem como vetor o inseto triatomineo
conhecido popularmente como “barbeiro”. O mesmo, uma vez contaminado, transmite o T.
cruzi por meio de suas fezes e/ou urina, que somado a outros fatores como: lesdes na pele,
olhos e boca; alimentos expostos e mau higienizados; aumento populacional e a invaséo do
habitat natural dos insetos, acabam contribuindo com os altos indices de infecgdo, os quais
correspondem a aproximadamente 75 milhdes de pessoas em risco (World Health
Organization, 2024).

Em contrapartida, a doenca do sono é transmitida pelas moscas Tsé-Tsé portadoras do
T. brucei. Essas, geralmente habitam a Africa Subsaariana e contaminam o ser humano
também por meio de fezes e/ou urina (World Health Organization, 2024).

Vale destacar, que o tratamento das DTN”s correspondem a um pequeno quantitativo
de drogas, a exemplo da doencga de Chagas que conta apenas com duas opg¢des de farmacos
para 0 seu tratamento, sendo estes os antiparasitarios Benznidazol e Nifurtimox. Ambos
apresentam uma eficacia consideravel quando administrados no inicio da infec¢do, porém,
reacOes adversas podem acontecer em até 40% dos usuarios e os seus efeitos tendem a
diminuir com o tempo de tratamento (World Health Organization, 2024).

A doencga do sono por sua vez, ndo possui um tratamento determinado e padronizado,
podendo ser fatal na auséncia deste. No geral, a terapia depende do estagio e tipo da doenga e
dar-se comumente pelo uso de medicamentos destinados a outras doencas, mas que

apresentam uma certa eficAcia contra o T. brucei, como a Pentamidina, Eflornitina,
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Fexinidazol, Suramina, Melarsoprol e o préprio Nifurtimox, utilizado no T. cruzi. No entanto,
ainda podem apresentar efeitos colaterais, adversos, bem como instabilidade terapéutica
(World Health Organization, 2024).

A deficiéncia de farmacos eficazes, que apresentem boa seletividade frente as DTN’s,
em especial as tripanossomiases, € uma realidade oriunda dos baixos recursos destinados a
pesquisa de novos medicamentos para este fim. Contudo, existem estudos, que apresentaram
bons resultados e sdo essenciais para o desenvolvimento atual ou futuro de novos ativos,
como a inibicdo das enzimas Diidrofolato redutase (DHFR) e Pteridina Redutase 1 (PTR1)
relatada em 2017 por Hofman e colaboradores, quando o farmaco Metrotexato se mostrou um
inibidor duplo dessas enzimas, bem como por, Kimuda e colaboradores, em 2018/2019, e
Tassone e colaboradores, em 2021, os quais inibiram as enzimas mencionadas com outras
moléculas de carater multialvo.

As classes terapéuticas estudadas e relatadas até o presente momento, compdem um
arsenal de moléculas, porém, os compostos multialvo, relatados nos estudos supracitados, se
mostraram promissores, como os flavonoides, estudados por Kimuda e colaboradores e a
Pirimetamina, por Tassone e colaboradores. Tendo em vista que estes, podem possibilitar uma
terapia medicamentosa com melhores indices de seletividade, seguranca, eficacia e adesdo ao
tratamento, na medida em que: sdo projetados com base em alvos enzimaticos especificos,
atuam por mais de uma via metabdlica e reduzem a necessidade de “renovacao” de dose e/ou

administracdo de mais de um medicamento.
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2.  OBJETIVOS
2.1. GERAIS

Compilar dados provenientes de artigos de alto fator de impacto, que apresentem
compostos multialvo contra Trypanossoma Cruzi (doenga de Chagas) ou Trypanossoma
Brucei (doenga do sono).
2.2.  ESPECIFICOS

e Analisar dados compilados referente as classes de moléculas multialvo mais ativas
contra T. cruzi;

¢ Analisar dados compilados referente as classes de moléculas multialvo mais ativas
contra T. brucei;

e Discutir esses dados a nivel de estrutura molecular sempre que possivel.
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3. METODOLOGIA

Esta revisdo de literatura foi realizada a partir de artigos cientificos disponiveis em
bases de dados online, os quais foram selecionados através de critérios de busca, bem como
de incluséo e excluséo para posterior organizacdo e discussao dos dados.

Quanto a busca dos artigos, a mesma foi realizada nas base de dados: Science Direct,
ACS Publications, Bentham Science, MDPI, Nature e Google scholar. Sendo utilizando as
seguintes palavras chaves: multitarget and Tripanossoma cruzi e multitarget and
Tripanossoma brucei.

Por fim, foram incluidos os artigos completos publicados a partir de 2008 até 2023, o0s
quais mencionavam as palavras chaves no seu titulo e/ou texto, apresentando compostos
multialvo para uma Unica doenca, seja ela doenca de Chagas ou doenca do sono. Em
contrapartida, foram excluidos os artigos repetidos, bem como 0s que apresentavam
compostos com acdo multialvo em mais de uma patologia e espécies parasitarias, tendo em

vista que esse tipo de ac¢do ndo foi contemplado nesse estudo.
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4.  COMPOSTOS MULTIALVO COM ACAO CONTRA DOENCA DE CHAGAS E

DOENGCA DO SONO

Compostos com acdo multialvo sdo aqueles que podem exercer atividade farmacoldgica
por mais de um mecanismo de acdo, seja pela inibicdo de duas enzimas, ou ainda, pela agédo
em duas vias distintas, como, dano celular e desequilibrio redox. Uma série de compostos
multialvo foram selecionados nesta revisao de literatura, as quais serdo descritas a seguir de
acordo com a doenca as quais foram destinadas (doenca de Chagas ou doenca do sono), e se
mostraram eficazes, estando essas informacdes organizadas em uma sequéncia cronoldgica de
estudo e publicacdo, com excecdo apenas do composto natural (32), descrito por Gltimo no
topico 4.2.8.
4.1. DOENCA DE CHAGAS (Trypanosoma Cruzi)
4.1.1.Nitrofuranos

Compostos da classe dos heterociclos nitrofuranos, foram sintetizados em 2008 por
Gerp e colaboradores, como potenciais agentes anti T. Cruzi de acdo multialvo. Desses
compostos, apenas as moléculas (2), (3) e (4) foram destacadas, as quais além de induzir o
estresse oxidativo, pela reducdo do grupo nitrofurano, também inibiram a biossintese de
esterol por meio do bloqueio da Esqualeno Epoxidase, enzima vital para o Trypanosoma
Cruzi. Ensaios realizados com a forma amastigota do parasito, apresentaram valores
promissOes de Clso e IS, conforme descrito na Fig. 01. (Gerpe et.al. 2008).
/O
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Fig. 01 - Molécula de Nifurtimox. Autor, 2024
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Fig. 02 - Derivados nitrofuranos. Autor, 2024.
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4.1.2. Metotrexato

Em 2017, 9 anos depois dos testes com nitrofuranos, Hofman e colaboradores
realizaram um mapeamento computacional no qual se estudou o reposicionamento do
anticancerigeno Metotrexato (MTX), como um inibidor seletivo no metabolismo do folato em
parasitas tripanossomicos. Sendo os principais alvos de acdo a pteridina redutase 1 (PTR1),
presente apenas nos parasitas, e a Diidrofolato Redutase-Timidilato Sintase (DHFR-TYS),
comum entre os seres humanos. Essas enzimas ativam o folato (FOL), deixando-o disponivel
para ser usado em outras reacGes metabolicas vitais do parasita. No entanto, a inibigdo eficaz
da PTR1 se torna atraente, tendo em vista a reducdo de efeitos colaterais decorrentes da
inibicdo da DHFR-TS humana. Por fim, apesar do MTX apresentar estrutura molecular
semelhante ao folato que é um substrato comum em ambas enzimas, foi possivel observar a
necessidade de modificacOes estruturais, ou ainda a utilizacdo deste como modelo para a
obtencdo de moléculas que atendam as interagdes Molécula-Alvo. Tendo em vista que apesar
de existir interacdo entre MTX — PTR1, esta ndo é forte o suficiente para causar uma inibicdo

consideravel (Panecka-Hofman et.al. 2017).

H,N_ _N___N, HN_ NN
AN AN = A
T S

N~ N/ N N

0 0

NH, o4 o

HNJk © HN \\\\“\ ©

Y~ 0 I

o

o)

©
(5) Metotrexato oj\o (6) Folato o

Fig. 03 - Estrutura do Folato e Metotrexato. Autor, 2024.

4.1.3.Benzotioureias

Recentemente, em meados de 2021, Pereira e colaboradores, conduziram um estudo
utilizando 16 derivados de Benzotioureias previamente sintetizadas pelo grupo de pesquisa,
contra as formas amastigotas e epimastigotas do T. cruzi. Onde inicialmente apds testes in
vitro observaram que as moléculas (7), (8) e (9) apresentaram melhores efeitos contra as
formas parasitarias estudadas. Apos isso, realizaram 0 mapeamento computacional das trés
moléculas promissoras, das quais, as moléculas (8) e (9) com IS>10, interagiram com a
Enzima Cruzaina, mediante ligagdes de hidrogénio com o atomo de enxofre; e com a Esterol
14a-desmetilase (CYP51), por meio do ancoramento do grupo Fe-heme com a carbonila
(Pereira et. al. 2021).
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Fig. 04 - Derivados de benzotioureias. Autor, 2024

4.1.4.Chalconas

Magalhdes e colaboradores, estudaram em 2022 novas chalconas, bem como a
influéncia de substituicdes de cloro nestas moléculas, como potenciais agentes quimicos no
tratamento do T. cruzi. As estruturas estudadas foram: 11 (ndo substituida), 12 (substituicéo 4-
cloro) e 13 (chalconas 2,4-substituidas com cloro). Apos ensaios de ancoragem molecular, foi
possivel observar que os trés compostos interagiram com as enzimas Cruzaina (TcCr) e
tripanotiona redutase (TcTR). Com o término dos estudos, observou-se que a molécula 13
reduziu o nimero de amastigotas e células infectadas, causando um aumento das espécies
reativas de oxigénio (EROS), disfuncdo mitocondrial e necrose celular, sendo estes, provaveis
efeitos das interacGes enziméaticas mencionadas. Concluindo entdo que as substitui¢cdes de Cl
nas posicdes orto-para do anel fenila da chalcona, foram essenciais para a inibicdo das
enzimas citadas, sendo observado o aumento do indice de seletividade proporcional ao

numero de substituicdes (Magalhdes et.al. 2022).

0 OH O OH O e OH O icl
/O /O /O
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(10) Chalcona (11) (12) 13)
Clsy Trypo = 162.50 uM Clso Trypo = 164.80 uM Clsy Trypo = 147.40 uM
CCsy=60.4 pM CCs = 658.50 uM CCso= 1100 uM
IS=0.36 IS =3.99 IS=7.46

Fig. 05 - Chalcona e derivados com substituintes nos aneis fenila. Autor, 2024

4.1.5.Fenilpropanoides

Recentemente, em 2023, B.Filho e colaboradores, realizaram a sintese de 13 ésteres
analogos a Piplartina, uma imida fenilpropandide que possui varias atividades bioldgicas,
dentre elas a acdo tripanocida. O objetivo do trabalho foi observar a acdo desses compostos
frente ao T. cruzi. Dessa forma, dos 13 compostos sintetizados, apenas a molécula (15)
apresentou o melhor resultado, interagindo com: proteinas quinases (CRK1, MPK13 e

GSK3B), importantes no ciclo de vida do parasita; proteina AKR, responsavel pelo controle
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do estresse oxidativo; e enzimas (UCE-1 e UCE-2), as quais s&o conjugadas a ubiquinona e
essenciais no metabolismo parasitario (B. Filho et.al 2023).

Além disso, foi possivel observar a inibicdo das formas epimastigotas e tripomastigotas,
por meio dos efeitos de inducdo do estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial. Por fim,
valores promissores de seletividade e Clso, fazem dessa molécula um modelo para o

planejamento e sintese de novos farmacos multialvo (B. Filho et.al 2023).

ot i

CI50 Trypo = 47.02 pM

14) Piplart ISOE =28.21 uM
( ) Piplartina 15 e85 i

ISgy;=>22.2
IStpypo = > 13.4

Fig. 06 - Molécula da Piplartina e andlogo. Autor, 2024

4.2. DOENCA DO SONO (Trypanosoma brucei)
4.2.1.Piclamilast

Em 2011, Bland e colaboradores, realizaram uma triagem referencial de 20 moléculas
conhecidas por sua inibicdo a enzima fosfodiesterase humana (PDE), tendo como base
informacBes genéticas e estruturais do T. brucei. Nesse estudo, o piclamilast e alguns
analogos, ao passarem por testes de atividade bioguimica e tripanocida, mostraram-se inibir
discretamente duas enzimas, a TbrPDEB1 e B2, essenciais para o crescimento do T. brucei,
Essas moléculas por sua vez, inibiram rapidamente o parasito no sangue periférico, abrindo
portas para o desenvolvimento de novos inibidores de TorPDEB1 e B2, usando a estrutura do
farmaco piclamilast como modelo (Bland, Wang, Tallman, Gustafson, Wang, Ashton, Ochiana,
McAllister, Cotter e Fang (2011).

TbrPDEBI: Cls - 4.7 uM
c|) TbrPDEB2: Cls, - 11.4 uM

1
H C

(0] N X

o AN
G“/

(16) Piclamilast

Fig. 07 - Molécula de Piclamilast. Autor, 2024
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4.2.2.Naftoquinonas

A classe de naftoquinonas foram estudadas por Pieretti e colaboradores, entre 2012 e
2013, quando analisaram alguns derivados com potencial acdo frente ao parasito T. bucei,
desses derivados, a molécula (17) mostrou-se eficaz pela inibicdo da enzima glicerol-quinase
(TbGK). A mesma, apesar de ndo ser um alvo estratégico para acdo de farmacos, levando em
consideracdo sua funcionalidade no parasito, apresentou efeitos consideraveis, pela inibicdo
simultanea da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (TbGAPDH), a qual € vital para o T.
brucei (Pieretti et.al. 2013).

Além da inibicdo enzimatica observada, o composto (17) ainda interagiu com estruturas
mitocondriais, gerando o0 aumento dos radicais de oxigénio, sendo esse um efeito que auxilia
diretamente a atividade tripanocida (Pieretti et.al. 2013).

Por fim, concluiram que a inibicdo da TbGAPDH néo ¢ a principal causa da morte
parasitaria, fazendo-se necessario a realizagdo de mais estudos. No entanto, a naftoquinona se
mostrou um prototipo promissor para o desenvolvimento de novos compostos multialvo
contra 0 T. Brucei (Pieretti et.al. 2013).

O

Oy
O CISO -0.08 }J.M

(17)

Fig. 08 - Derivado de Naftoquinona que apresentou o melhor resultado. Autor, 2024

4.2.3.Bifenildiamidina

Compostos da classe Bifenildiamidina, foram testados por Yang e colaboradores no ano
de 2016, sendo estas agentes de acdo contra o T. brucei. Com isso, observaram que a molécula
(18) apresentou os melhores resultados, tendo atividade contra a forma parasitaria no sangue
periférico. Essa acdo se deu pela queda do potencial de membrana mitocondrial, que culmina
no bloqueio das reacdes de fosforilagdo oxidativa. Outras vias de acdo também foram
observadas apds testes in vivo (em camundongos) e in vitro, como a inibicédo da replicacdo do
DNA do cinetoplasto (k-DNA), presente apenas no parasita, bem como a enzima farnesil
difosfato sintase (FPPS), responsavel pela sintese de isoprenodides e essencial para o

crescimento do T. brucei. Além disso, apesar da molécula (18) ter apresentado uma discreta
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inibicdo de 2 seguimentos de células humanas, néo foi relatado toxicidade nos testes in vivo
(em camundongos), provavelmente pelo seu alto indice de seletividade (IS), com ECso de
0,0077. Por fim, concluiram que a inibicdo do k-DNA, FPPS e a forca proton-motriz, sdo

alvos viaveis para o desenvolvimento de novos tratamentos contra o T. brucei (Yang et.al

2015).
OB . . 20
NH HN

EC50 0.0077 uM =N
k/N = >100 HN\)
IS > 13000 (18)

Fig. 09 - Molécula de bifenildiamidina. Autor, 2024

4.2.4.Disselenetos e dissulfetos de diglicosil simétricos

Franco e colaboradores, reportaram em 2017, um estudo que buscou identificar novos
compostos com acdo em mais de uma via metabdlica no tratamento do T. brucei, tendo em
vista a reducédo da resisténcia aos medicamentos por este parasita. No total foram testadas 18
moléculas de disselenetos e dissulfetos de diglicosil simétricos, das quais as moléculas (19) e
(20), totalmente acetiladas, apresentaram grande inibicdo do crescimento parasitario no
sangue periférico. Além disso, inibiram o catabolismo da glicose, sem alterar sua absorcéo,
induzindo o desequilibrio redox (Franco et.al 2017).

Ao comparar as moléculas (19) (Ecso — 0.54 nM) e (20) (Ecso — 1.49 nM) acetiladas,
com as mesmas ndo acetiladas, observou-se que a ndo acetilada causou uma menor inibicédo
parasitaria. Tendo em vista que, enquanto o composto (19) acetilado apresentou inibicao
parasitaria de 97%, a mesma ndo acetilada inibiu apenas 43%. Em contrapartida, apenas a
forma acetilada da molécula (20) apresentou efeitos consideraveis, concluindo que a
acetilacdo das hidroxilas presentes na estrutura central dos agucares, foi um fator importante

para a atividade bioldgica observada. (Franco et.al 2017).

o OJ\ Os( OT)/ )\O o)\_ 0 O
)\\o QA se—se 0 Se— Se\Z\%
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ECs=0.54 nM (19) ECso=1.49 nM (20)

Fig. 10 - Moléculas de Disselenetos de diglicosil simétricos. Autor, 2024
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4.2.5. Flavonoides, alcaloides e outras moléculas com acdo em TbDHFR e TbPTR1

Um estudo semelhante ao de Hofman e colaboradores, relatado no topico 2.1.2, foi
executado novamente entre 2018 e 2019 por Kimuda e colaboradores, quando buscaram
desenvolver inibidores multialvo das enzimas Trypanosoma brucei diidrofolato redutase
(TbDHFR) e Trypanosoma brucei pteridina redutase 1 (TbPTR1) (Kimuda et.al. 2019).

Ensaios in silico de ancoragem molecular foram realizados com 5.742 compostos, dos
quais, apenas 18 apresentaram interacdes promissoras. Apos testes de dindmica molecular,
buscando a identificacdo de ligacdes intermoleculares, bem como testes in vitro, apenas 5
compostos foram capazes de inibir o crescimento do T. brucei. Com isso, foi possivel indicar
a interagdo dessas moléculas com as enzimas TbPTR1 e TbDHFR, pois, ao ser adicionado um
inibidor conhecido de TbDHFR (WR99210), as moléculas (21), (22), (23), (24) e (25)
apresentaram uma ac¢do antagonista. Por fim, ainda relataram que a molécula (25) se ligou de
forma mais estavel na enzima TbPTR1, expressa exclusivamente no parasito, por uma energia
de ligagdo maior que as demais. Em contrapartida, a afinidade com a ThDHFR foi baixa,
concluindo que apesar do Clsp do composto (25) néo ser 0 menor, este ainda pode ser 0 mais

seletivo dentre os demais, tendo em vista sua atividade frente a TOPTR1 (Kimuda et.al. 2019).
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Fig. 11 - Moléculas selecionadas no estudo de Magambo Phillip Kimuda Et al. Autor, 2024.

4.2.6. Inibidor de Th DHFR cicloguanil (CYC) e pirimetamina (PYR)

Em 2021, Tassone e colaboradores, buscando outras classes de moléculas capazes de
inibir as enzimas Trypanosoma brucei dihydrofolate reductase (TbDHFR) e Trypanosoma
brucei pteridina redutase 1 (TbPTRL1), assim como fizera Kimuda e colaboradores, entre 2018
e 2019, analisaram alguns analogos do inibidor cicloguanil de ToDHFR (CYC), tendo em
vista testes anteriores que mostravam a inibi¢cdo de TbPTR1 pelo CYC, bem como a inibicdo

de ambas as enzimas pela pirimetamina (PYR) (Tassone et.al. 2021).
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No estudo em questdo, foi possivel observar as semelhangas estruturais entre 0s
inibidores, tendo em vista que ambas as moléculas possuem um anel diamina de 6 membros
ligado a um anel 4-clorofenil, estando a maior diferenca no anel pirimidina do PYR, e no anel
1,6-diidrotriazina ndo aromatico no CYC (Tassone et.al. 2021).

No entanto, as interacGes feitas no sitio de ligagdo enzimatica, sdo semelhantes
conforme indicadas na Fig 12, ainda assim, a inibi¢cdo da TbPTR1 pelo CYC foi menor que a
do PYR, apresentando valores de Clso distantes um do outro. Por fim, concluiram que os
achados foram de grande valia para 0 conhecimento das possiveis interacdes intermoleculares
entre ligante e TOPTR1, sendo essa um ponto chave para a continuidade dos estudos que

envolvem as enzimas TbPTR1 e TbDHFR no controle do T brucei (Tassone et.al. 2021).

Tyrl74 Ser95

Ligagdes de
Hidrogénio

: Interagdes ljlidrof()bicas,"
¢ halogenas  .*

(26) CYC
Cls) - 31.6 uM Cls - 0.090 uM

* Val206 (phe97 (27) PYR

Pro210 1 ¢y209 Trp221

Fig. 12 - Algumas interagdes intermoleculares: Ligac6es de hidrogénio e Hidrofobicas do CYC e PYR
com a ThPTR1. Autor, 2024.

4.2.7.Lactonas Sesquiterpénicas (LSTs) e Curcumina

Possart e colaboradores, conduziram em 2021, um experimento semelhante aos estudos
de Kimuda et.al. e Tassone et.al, na medida em que avaliaram a inibi¢do das enzimas
diidrofolato redutase-timidilato sintase bifuncional (TbDHFR-TS) e pteridina redutase 1
(TbPTR1), pelos compostos de lactonas sesquiterpénicas (LSTs). Das 118 LSTs disponiveis,
10 foram selecionadas por triagem in silico e testadas quanto a sua inibicdo frente as enzimas
mencionadas, dos 10 compostos, 5 apresentaram uma boa inibicdo de TbPTR1, e 3 de
TbDHFR-TS. Por fim, a molécula (29) apresentou os melhores resultados, inibindo as duas
enzimas com valores de Clsp = 124 pM e 7,1 pM para TbPTR1 e ThDHFR-TS
respectivamente (Possart et.al. 2021).

Dois anos depois, Possart e colaboradores, realizaram mais um estudo, desta vez
buscando compostos naturais em 3 bancos de dados, com atividade inibitoria as mesmas

enzimas (TbDHFR e TbPTR1). Dos 4.880 compostos triados de acordo com seus grupos
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farmacoforicos, 12 foram separados como inibidores duplos para as enzimas do T. brucei.
Destas, o composto (30) e (31) (curcumina) apresentaram dupla inibicdo com os menores
valores de Clso para TOPTR1 (Possart et.al. 2021).

Ao observar as estruturas cristalinas das enzimas estudadas, observou-se que 0s
residuos Phe97 e Phell3 sdo essenciais para a ligagcdo do folato (substrato natural da enzima),
sendo este um sitio de competicdo com os inibidores, alem disso, apesar do sitio de ligagdo do
cofator ter carater hidrofilico, existem regifes proximas mais lipofilicas, além disso a
presenca de residuos de serina, tirosina e lisina (ThSer95, ThTyr174, ThLys178) localizados
préximos a regido do cofator, contribuem para a formacdo de ligacdes de Hidrogénio,
conforme ilustra a figura 12.

Por fim, foi possivel identificar sitios de ligacdo estratégicos como o Cys168, para a
inibicdo da enzima TbPTR1, exclusiva no parasita em questdo, sendo estes fatores
importantes para o desenvolvimento de farmacos seletivos no tratamento multialvo (Possart
et.al. 2021).
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Fig. 13 - Moléculas naturais com melhor inibicdo de TbDHFR e TbPTR1: 28 e 29 (Lactonas
Sesquiterpénicas (LSTs) e 31 (Curcumina). Autor, 2024.

4.2.8.16-a-hidroxicleroda-3,13 (14)-Z-dien-15,16-olida (HDK-20), isolado da Polyalthia

longifolia

Ebiloma e colaboradores, estudaram ainda a acdo do composto natural 16-a-
hidroxicleroda-3,13 (14)-Z-dien-15,16-olida (HDK-20), extraido da Polyalthia longifolia,
frente ao T. brucei no sangue periférico. Com este, observaram uma acdo tripanocida em
concentragBes baixas da molécula, além de: falhas irreversiveis na fase G1 do ciclo celular,
danos ao DNA e despolarizacdo mitocondrial, os quais reduzem os niveis de ATP celular.
Desta forma, a molécula (32) é ativa por uma acdo multialvo, afetando diretamente estruturas

essenciais para a permanéncia do parasita no hospedeiro, porém, faz-se necessario novos
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estudos que identifiquem a farmacodindmica desta molécula, garantindo sua seletividade e

seguranca (Ebiloma et.al. 2018).

Fig. 14 - Molécula de 16-a-hidroxicleroda-3,13 (14)-Z-dien-15,16-olida (HDK-20). Autor, 2024.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foram relatadas nesta revisdo de literatura, 27 moléculas potenciais, sendo 11 atuantes
no T. cruzi e 16 com acdo no T. brucei. No entanto, das 27, apenas 2 correspondem a
medicamentos que j& estdo em uso e apresentaram acdo multialvo frente as doencas
mencionadas, sendo estes: Metotrexato, um antineoplasico reposicionado com acgdo
tripanocida frente & doenca de Chagas, e o Piclamilast, um inibidor da PDE, reposicionado
com acdo multialvo na doenca do sono. Dos outros 25 ativos, apenas 4 foram compostos
naturais efetivos contra o T. brucei, jA os 21 restantes, sintéticos ou modificados
quimicamente.

Quanto aos alvos e mecanismos de acdo dos compostos relatados, observa-se que
reacOes oxidativas e inibi¢cdo das enzimas DHFR e PTR1, s&o comuns em ambas doencas,
sendo relatados em 7 e 4 estudos, respectivamente. Outros alvos foram apresentados em
artigos pontuais, como exemplo as enzimas, cruzaina, estudada na doenca de Chagas; e as
proteinas quinases, na doenca do sono, porém, apesar do estresse oxidativo ser mencionado
em um numero maior de artigos, a inibicdo da DHFR e PTR1, se mostrou a estratégia mais
relevante para o desenvolvimento de novos medicamentos. Essa concluséo é justificada tendo
em vista que, parte da sua estrutura cristalografica, bem como o0s possiveis grupos
farmacoforicos e reacdes intermoleculares com as enzimas mencionadas, estdo relatados na
literatura. Além disso, vale mencionar que o alcaloide (25) e a Pirimetamina, apresentaram
uma inibicdo predominante na enzima PTR1, a qual € preferivel como alvo terapéutico por ser
expressa exclusivamente nos parasitas.

Por fim, vale destacar que as enzimas, DHFR e PTR1, estdo presentes em ambos o0s
parasitas (T. cruzi e T. brucei), e que existe uma certa semelhan¢a nas interacoes
intermoleculares com os ativos estudados. Além disso, os compostos multialvos relatados,
mostram a comunidade cientifica que farmacos que apresentam um amplo espectro de agéo,
com seguranca e eficacia, agindo em mais de um alvo terapéutico, ndo s6 sdo possiveis, como

estdo proximos de serem identificados e desenvolvidos.

OH HZN\rN\
N o |
0 =) \)3\ NF
N
W E NH,
_N N Cl
S
0 Clsy - 25.4 uM (27) PYR
(25) 50 - 40 B Clsy - 0.090 uM

Fig. 15 — Moléculas promissoras na inibicdo das enzimas DHFR e PTR1. Autor, 2024.
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