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Resumo

Diante da falta de uma terapia eficaz e segura para o tratamento da doenca de
Chagas (DC) e da leishmaniose visceral, a busca por novos farmacos continua
imprescindivel. O ambiente marinho € uma rica fonte de produtos naturais
bioativos, com aplicagBes contra parasitas, bactérias e outros patégenos que
possam afetar humanos e animais. Entre as diversas classes de produtos
naturais, os alcaloides tém um importante papel em aplicacbes terapéuticas.
Neste trabalho, colénias de coral Tubastraea tagusensis foram coletadas, e a
extracdo de seus metabolitos secundarios foi realizada utilizando o solvente
organico. Apos fracionamento cromatografico por diferentes técnicas, um
alcaloide indolico foi isolado e elucidado estruturalmente por meio de técnicas
espectrométricas e espectroscopicas. O alcaloide 6-bromo-2’-de-N-
metillaplisinopsina (MRO1), demonstrou atividade contra tripomastigotas e
amastigota intracelulares de Trypanosoma cruzi, com valores de Concentracao
Efetiva 50% de 62 uM e 5 uM, respectivamente, e ndo demonstrou citotoxicidade
em fibroblastos murinos até 200 yM. Estudos em amastigotas de Leishmania
infantum demonstraram auséncia de atividade do composto. O mecanismo de
acdo anti-T. cruzi do MROL1 foi explorado, e ap6s incubacdo com tripomastigotas,
nao foi observada alteracdo da permeabilidade da membrana plasmética. O
MRO1 promoveu a despolarizacédo do potencial de membrana mitocondrial, com
reducdo nos niveis de ATP, porém, sem alteracdes nos niveis de espécies
reativas de oxigénio. Os niveis de calcio intracelular do parasita foram reduzidos
apos o tratamento, além de uma alterac&o do pH dos acidocalcisomas. Utilizando
o MALDI-TOF/MS, foi observada a alteracdo do perfil proteico de forma distinta
daquela observada com o benznidazol, sugerindo um mecanismo de acéo
diferente do farmaco padrdo. Estudos in silico das propriedades
farmacocinéticas/farmacodinamicas no software SwissADME, sugeriu que o
composto adere a muitas das caracteristicas de farmacos aprovados
(druglikeness). Em concluséo, este estudo mostrou pela primeira vez a atividade
anti-T. cruzi deste alcaloide; sua poténcia e seletividade demonstram que pode

ser explorado como um novo protétipo farmacéutico para DC.

Palavras chave: Tubastraea tagusensis; invertebrado marinho, doencas

negligenciadas, terapia, Leishmania, Trypanosoma cruzi; mecanismo de agao



Abstract

Considering the lack of effective and safe therapy for the treatment of Chagas
disease (CD) and visceral leishmaniasis, the search for new chemotherapies
remains indispensable. The marine environment is a well-known source of
bioactive products, with applications against parasites, bacteria and other human
/ animal pathogenic microorganisms. Among different classes of natural
products, alkaloids have a rich history of therapeutic applications. In this work,
colonies of the coral Tubastraea tagusensis were collected and their secondary
metabolites were extracted with ethyl acetate. Using different chromatographic
techniques, an indole alkaloid was isolated and elucidated through spectroscopic
and spectrometric  techniques, resulting in the 6-bromo-2’-de-N-
methylaplisinopsin (MRO1). The compound MRO1 demonstrated activity against
Trypanosoma cruzi, against both trypomastigote and amastigote forms, resulting
in 50% Effective Concentration (ECso) values of 62 uM and 5 uM, respectively.
The studies with Leishmania infantum amastigotes showed lack of activity. No
cytotoxicity was observed for NCTC cells, to the maximal concentration of 200
MM. The mechanism of action was also explored. After incubation with the
trypomastigotes, no alteration was observed in the permeability of the plasma
membrane. The compound reduced the ATP and induced mitochondrial
depolarization with no alterations in the reactive oxygen species levels. The
intracellular calcium levels were reduced after treatment with MRO1, including the
pH alterations of the acidocalcisomes. Using MALDI-TOF/MS, the protein profile
of the parasite was altered to a different manner to that observed for the standard
drug benznidazole, suggesting a distinct mechanism of action. In silico studies of
the pharmacokinetic / pharmacodynamic properties (PKPD) and physicochemical
properties using the SwissADME software, suggested a good drug-like. In
conclusion, this study showed for the first time the anti-T. cruzi activity of the
alkaloid MRO1. In addition, considering the potency and selectiveness, our study

can suggest this compound to be explored as a new prototype for CD.

Keywords: Tubastraea tagusensis; marine invertebrate, alkaloid, therapy,

Trypanosoma cruzi; mechanism of action.
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1. Introducéo

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um grupo de doencas
parasitarias, virais e bacterianas que afetam mais de um bilhdo de pessoas
em todo o mundo (Buscaglia et al., 2015). Dentre as principais doencas
negligenciadas, as doencas parasitarias, como a doenca de Chagas e a
leishmaniose, apresentam alta morbidade e mortalidade (Utzinger et al.,
2012).

As doencas negligenciadas respondem por cerca de 12% dos agravos a
saude humana e geram um grande impacto social e econdmico,
principalmente em regibes da Africa, Asia e Américas. Por serem
especialmente endémicas em populacdes de baixa renda, essas doencas
ndo recebem a atengcéo necesséaria em termos de novas terapias, vacinas
e diagnosticos (Mackey et al., 2014; World Health Organization, 2017).
Segundo Pedrique e colaboradores (2013), dos 850 novos produtos
terapéuticos aprovados entre 2000 e 2011, apenas 4% foram indicados

para essas doencas.

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas tropicais, causadas por
protozoarios intracelulares que afetam mais de 12 milhdes de pessoas no
mundo, e estao presentes na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2020). Atualmente, sdo conhecidas
mais de 20 espécies do género Leishmania, pertencentes a familia
Tripanosomatidae (ordem Kinetoplastida). As formas clinicas principais da
doenca sao classificadas em cutanea, muco-cutanea e visceral (Torres-
Guerrero et al., 2017; Lee et al., 2019).

No Brasil, existem trés principais espécies causadoras da leishmaniose
cutanea: (L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) guyanensis) e
uma Unica causadora da leishmaniose visceral (Leishmania (L.) infantum).

Juntas, as leishmanioses representam um grave problema para a saude
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publica no Brasil e no mundo. Atualmente, estdo presentes em 98 paises
com aproximadamente 1,3 milh6es de novos casos por ano e 350 milhdes
de pessoas em situacao de risco de infeccéo (Bush et al., 2017; Uliana et
al.,, 2017; Assolini et al., 2022). Somente na América Latina,
aproximadamente 60 mil novos casos ocorrem todo ano (World Health
Organization, 2017; Torres-Guerrero et al., 2017). Dentre as DTNs, as
leishmanioses estdo em quarto lugar no que se refere a morbidade e

segundo em mortalidade (Lee et al., 2019).

1.2. Leishmaniose Visceral
1.2.1. Doenca

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave de seu complexo de
doengas. A LV € uma antroponose causada pela Leishmania (L.) donovani
na Asia e na Africa, e uma antropozoonose causada pela Leishmania (L.)
infantum nas Américas e no Mediterraneo (Hailu et al.,, 2016; Ibarra-
Meneses et al., 2020). E uma doenca sistémica que afeta células do
sistema fagocitico mononuclear do figado, baco, linfonodos e medula
0ssea. Seu periodo de incubacao varia de 2 a 6 meses e € caracterizada
por manifestacdes clinicas como febre, perda de peso, aumento dos
ganglios linfaticos, pancitopenia (diminuicdo de células sanguineas) e
hepatoesplenomegalia (aumento do baco e figado) (Burza et al., 2018; van
Griensven e Diro, 2019). Existem mais de 70 espécies de animais
considerados reservatorios destes parasitas, dentre eles, no ambiente
doméstico, o cado é relatado como principal e no ambiente silvestre, raposas

e marsupiais (Ministério da Saude, 2017; Sunter e Gull, 2017).

1.2.2. Epidemiologia

A LV é altamente endémica no subcontinente Indiano e no leste da Africa.
Séao estimados que 300 mil novos casos de LV ocorram no mundo todo

anualmente. Mais de 90% desses novos casos ocorrem em paises como
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Bangladesh, Brasil, Eti6pia, india, Suddo e Sud&o do Sul (Figura 1) (Alvar
et al., 2012; OMS, 2014; DebRoy et al., 2017). Mesmo com grande parte
dos casos de leishmaniose visceral americana (LVA) subnotificados, o
Brasil é responséavel por cerca de 90% dos casos na América Latina. No
Brasil, a ocorréncia era limitada a pequenos locais urbanos e a areas rurais,
mas com o decorrer dos anos, a doenca se expandiu e atualmente esta
distribuida em quase todo o territério nacional, chegando a importantes
centros econdmicos. Atualmente, a LV se encontra em 23 estados
brasileiros, com 44,5% dos casos na Regido Nordeste (Ministério da
Saude, 2020; Burza et al., 2018).

O numero de mortes varia entre 20 a 50 mil pessoas por ano no mundo,
uma vez que a doenca é fatal dentro de dois anos se nao tratada e mesmo
guando ha o tratamento, pode levar a taxas de mortalidade de 10 a 20%
(Hailu et al., 2016).

Paises com casos
importados de LV, 2019

Etidpia. Suigz -7
Y, Colémbia-4

Argentina, Brasil. Uruguai - 3
Emirados Arabes Unidos - 2

Jordinia, Nepal, Siria -1

Nimero de novos casos de Leishmanioses visceral, 2019 ul Lﬁ y
Bl o {/\7__/
| <100 o

I 100-498
" I soo-998 [[]Dados ndo disponiveis
Bl =000 [ N&o aplicavel

Figura 1: Mapa de distribuicdo de novos casos de leishmaniose visceral em 2019. Fonte:
Adaptado de WHO (2021).
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1.2.3. Tratamento

O tratamento da LV compreende apenas trés farmacos, sendo que o
antimonial foi descoberto ha mais de cem anos. Dentre estes, sdo utilizados
0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B e miltefosina; além da
paromomicina que é utilizada predominantemente em combinacdes
terapéuticas. Em geral, esses farmacos apresentam limitagcdes como alta
toxicidade, longos esquemas posoldgicos, administracdo parenteral, risco
de resisténcia ao farmaco e alto custo de tratamento (Romero et al., 2016;
Akbari et al., 2017). Além disso, nenhum farmaco disponivel elimina
completamente o parasita e, portanto, o desenvolvimento de novas
guimioterapias para LV ainda se faz uma necessidade da era atual (Tiwari
et al., 2018; Lee et al., 2019).

a) Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais (Figura 2) foram inicialmente utilizados para o tratamento da
leishmaniose em 1911 na forma trivalente (tartaro emético) por Gaspar de
Oliveira Vianna. Convertido a forma pentavalente (ShY), foram desenvolvidos
em 1920 na India por Bramachari, e estdo na clinica para leishmanoise
cutanea e visceral ha mais de 100 anos, sendo em muitos paises, farmacos
de primeira escolha para o tratamento de todas as formas de leishmanioses
(Uliana et al., 2017; Roatt et al.,, 2020). Sua administracdo € pela via
intravenosa ou intramuscular, e esta disponivel no mercado sob duas
formulacg@es: estibogluconato de sodio (Pentostam®) e antimoniato-N-metil-

glucamina (Glucantime®) (Neves et al., 2016; Burza et al., 2018).

Os efeitos adversos do SbhY podem se manifestar como cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, pancreatite, insuficiéncia renal, anemia, nauseas, entre
outros. Devido sua toxicidade, sua administracédo € realizada em ambiente
hospitalar em um processo lento de infusdo, na tentativa de diminuir seus
efeitos adversos (Akbari et al., 2017). A dose recomendada pela OMS é de
20 mg/kg/dia, com um periodo de administragdo extenso, de até 30 dias
(Roatt et al., 2020).
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Figura 2: Estrutura do farmaco antimoniato de N-metilglucamina. Fonte: DrugBank (2022).

b) Desoxicolato de anfotericina B e sua formulacéo lipossomal

O desoxicolato de anfotericina B (Figura 3) € um antifingico utilizado na
terapia da LV, principalmente quando h& pouca eficdcia dos antimoniais
pentavalentes, casos de comorbidades cardiacas e quando ha resisténcia
ao farmaco (Akbari et al., 2017). Deve ser administrado pela via intravenosa,
em doses de 1 mg/kg em 15 dias alternados, e devido a sua alta toxicidade,
a infusdo deve ser lenta (entre 4 — 6 horas), necessitando internagcéo do
paciente (Romero et al., 2016; Uliana et al., 2017). Seus efeitos adversos
sao: anemia, hipocalemia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
cardiotoxicidade, entre outros. Durante a infusdo pode ocorrer nausea, febre,

dores musculares e vomitos (Lindoso et al., 2012; Akbari et al., 2017).

A formulacéo lipossomal foi desenvolvida em uma tentativa de diminuir os
efeitos adversos da anfotericina B, diminuindo a toxicidade e melhorando a
biodisponibilidade. Essa formulacdo € captada pelo sistema fagocitico
mononuclear, direcionando o farmaco para as células—alvo da doenca. Sua
desvantagem é o alto custo, dificultando a utilizacdo em paises em
desenvolvimento (Akbari et al., 2017; Uliana et al., 2017). A administracao
da forma lipossomal deve ser realizada por via intravenosa por infuséo lenta
(4 — 6 horas) com dose de 3 mg/kg/dia por 7 dias (MS, 2006; Romero et al.,
2017). Os efeitos adversos sdo menores em relacdo a formulacao livre,
resultando em erupg¢des cuténeas, urticarias ou ainda, insuficiéncia renal
(Akbari et al., 2017).
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Figura 3: Estrutura do farmaco anfotericina B. Fonte: DrugBank (2022).

c) Paromomicina

A paromomicina (Figura 4) € um antigo antimicrobiano aminoglicosideo,
recentemente aprovado para uso no tratamento da leishmaniose. E
utiizado para o tratamento tépico da leishmaniose cutanea e para
tratamento sistémico da LV em algumas regibes da india (Sundar and
Chakravarty, 2008; Roatt et al., 2020). A administracdo intramuscular
ocorre com doses de 15 mg/kg/dia por 21 dias. Porém, o desenvolvimento
de resisténcia a farmacos, bem como efeitos adversos como ototoxicidade,
nefrotoxicidade e disfuncdo hepética, tém sido desvantagens comuns para
0 uso desse farmaco (Bekhit et al., 2018).

HO o)

Figura 4: Estrutura do farmaco paromomicina. Fonte: DrugBank (2022).

d) Miltefosina

A miltefosina (Figura 5) foi inicialmente sintetizada como parte de um
programa de anti-inflamatérios pela empresa inglesa Borroughs Wellcome

em 1982 (Croft e Engel, 2006) e apresentou atividade contra leishmania
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pela primeira vez na década de 1980 (Croft et al., 1987; Sundar e Olliaro,
2007; Uliana et al., 2017). Apesar de ainda nédo estar disponivel no Brasil
para o tratamento da LV, é o primeiro e Unico farmaco de administracdo
oral aprovado na India, reduzindo a necessidade de internacdo para o
tratamento e diminuindo custos hospitalares (Vacchina et al., 2016; Akbari
et al., 2017; Uliana et al., 2017). Por apresentar efeito teratogénico, nao
deve ser administrado em gestantes e lactantes. A dose recomendada é de
2,5 mg/kg/dia durante 28 dias (Bekhit et al., 2018). Seus efeitos adversos
sao vomito, diarreia, toxicidade gastrointestinal, hepatica e renal, mas sao
considerados gerenciaveis (Akbari et al., 2017; Uliana et al., 2017). Apos
uma década de uso, relatos de resisténcia a miltefosina foram observados,
reduzindo a eficacia desse farmaco e aumentando a taxa de recidivas
(Roatt et al., 2020).

CH,
(\/\/X/'"\

Figura 5: Estrutura do farmaco miltefosina. Fonte: DrugBank (2022)
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1.3. Trypanosoma cruzi
1.3.1. Doenca

A doenca de Chagas € uma infeccdo parasitaria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) originalmente
endémico na América Latina e no sul dos Estados Unidos da América com
aproximadamente 7 milhdes de pessoas infectadas e 70 milhdes em risco
(Moretti et al., 2019). Os movimentos migratorios da populacdo
contribuiram para sua disseminagéo e aumento de casos no mundo inteiro,
levantando uma questdo emergente de saude publica global (Coura e
Vifias, 2010). E transmitido por insetos triatomineos ao homem por meio do
contato com fezes ou urina do inseto no local da picada, os tripomastigotas

metaciclicos liberados nas fezes durante a ingestao sanguinea entram no
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hospedeiro mamifero através de feridas na pele ou pelas mucosas e

invadem as células circundantes (Moretti et al., 2019; Jansen et al., 2018).

A doenca tem uma fase aguda caracterizada por picos de parasitemia, mas
geralmente € ausente ou oligossintomatica, dificultando o diagnéstico. Os
primeiros sinais visiveis de infeccdo podem ser uma lesdo na pele e / ou
um edema palpebral, conhecido como sinal de Romafa. A fase cronica se
estabiliza quando a maioria dos parasitas se localiza dentro de células,
principalmente  cardiacas (cardiomiopatia), = musculos digestivos
(megacolon, megaesodfago), podendo causar inclusive, disturbios
neurolégicos (Rassi e Rezende, 2012). A infeccdo pode levar a morte
subita, principalmente por arritmia cardiaca ou insuficiéncia cardiaca em

estagios crénicos avancados (Rassi et al., 2012; OMS, 2017).

1.3.2. Epidemiologia

Inicialmente, a doenca de Chagas era restrita a areas rurais desfavorecidas
da América do Sul e Central, sendo endémica na Argentina, Belize, Bolivia,
Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana
Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Nicardgua, Panama,
Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela. Com os recentes fluxos
de imigrantes de paises endémicos para paises desenvolvidos, a doenca
de Chagas se espalhou, fazendo com que se tornasse um importante
problema de saude nos EUA, Canad4, Europa e no oeste do Pacifico
(Figura 6), onde um numero crescente de individuos infectados foi
identificado (Rassi et al., 2010; WHO, 2017).
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Figura 6: Mapa de distribuicdo do numero de casos de infeccdo por Trypanosoma cruzi
em 2018. Fonte: Adaptado de WHO (2021).

1.3.3. Tratamento

Os Unicos farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas
foram descobertos ha mais de 50 anos atrds, benznidazol e nifurtimox,
ambos toxicos e com eficacia reduzida na fase crénica da doenca (Brum-
Soares et al., 2016). Além disso, ambos os farmacos requerem tratamento
de longo prazo, e apresentam diversos efeitos colaterais, podendo levar a
descontinuidade do tratamento (Bermudez et al., 2016).

N&o existe vacina contra a doenca de Chagas, dessa forma, o controle do
vetor tem sido o método de prevencdo mais eficaz na América Latina. A
triagem de sangue como controle de qualidade laboratorial € necesséria
para prevenir a infec¢ao por T. cruzi por meio de transfusdo sanguinea e

transplante de 6rgéos (Saez-Alquezar et al., 2015; OMS, 2017).

a) Benznidazol (BZN)

Benznidazol (Figura 7) € um nitroimidazol, que foi introduzido para

tratamento da doenca de Chagas em humanos em 1971. No Brasil, é o
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unico medicamento disponivel, com taxa de cura na fase aguda de 70—-80%
e apenas 10-20% na infeccao crbénica (Coura e Vifas, 2010, lzume et al.,
2011; Brum-Soares et al., 2016; Urbina e Docampo, 2003). Em 2015 foi
publicado o maior estudo clinico randomizado para avaliar o efeito do BZN
na doenca de Chagas, projeto este, conhecido como BENEFIT. O estudo
concluiu que, apesar do farmaco reduzir a parasitemia, ndo preveniu 0s
danos cardiacos (Morillo et al., 2015), levando a entidade Drugs for
Neglected Disease initiative (DNDi) a publicar uma nota para reforcar a
gravidade da descoberta, solicitando urgentemente a comunidade cientifica

e governos, novas terapias (Pecoul et al., 2016).

O BZN atua como um pro-farmaco, sendo ativado dentro do parasita pela
enzima nitroredutase tipo |, resultando na geracdo de um metabdlito
citotoxico glioxal que se liga com a guanosina e, assim, evita a formacao
de novas cadeias de DNA, promovendo a eliminacdo do parasita em
hospedeiros infectados (Pérez-Molina et al., 2020; Garcia-Huertas e
Cardona-Castro, 2021).

O BZN ¢é absorvido pelo trato gastrointestinal, e sua eliminacdo é
predominantemente renal. Apresenta biodisponibilidade oral de mais de
90%, com meia-vida plasmatica terminal de 12 horas (Pérez-Molina et al.,
2020).

A administracdo recomendada € de 5 mg/kg/dia por 60 dias. Os efeitos
adversos incluem anorexia, ndusea, vomito, cefaleia, depressao, vertigem,
convulsbes, parestesia e dermatite (Pérez-Molina et al., 2020; Garcia-
Huertas e Cardona-Castro, 2021).

Novos estudos estdo sendo realizados na tentativa de coletar informagdes
sobre seguranca e eficAcia em possiveis regimes de tratamento com menor
duracdo ou menor dosagem de benznidazol. Alvarez e colaboradores, em
2020, publicaram um estudo mostrando que 82% dos pacientes tratados
com um esquema de doses mais baixas de benzonidazol se mantiveram

com PCR negativo ap6s 36 meses de acompanhamento. Ainda sao
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necessarios mais estudos com regimes curtos de benznidazol para verificar

se a eficacia sera semelhante ao regime atual (Torrico et al., 2021).
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Figura 7: Estrutura do farmaco benznidazol. Fonte: DrugBank (2022).

b) Nifurtimox (NFX)

O nifurtimox (Figura 8) € um derivado do nitrofurano usado pela primeira
vez em 1969. Também atua como pro-farmaco, sendo ativada dentro do
parasita pela enzima nitroredutase que, na presenca de oxigénio, produz
radicais livres toxicos para o T. cruzi. Assim como o benznidazol, essa
enzima também bloqueia a sintese de DNA, acelerando sua degradacédo

(Pérez-Molina et al., 2020; Garcia-Huertas e Cardona-Castro, 2021).

O NFX é absorvido pelo trato gastrointestinal, sendo metabolizado pelo
figado por meio do citocromo P-450. Possui meia vida plasmatica terminal
de 3 horas (Pérez-Molina et al., 2020).

Efeitos adversos incluem anorexia, nausea, vomito, cefaleia, depressao,
convulsdo, vertigem, parestesia, dermatite, distirbios digestivos e

neuroldgicos, febre, ansiedade e insénia (Pérez-Molina et al., 2020).

Devido sua toxicidade, seu uso foi descontinuado e sua comercializacao
suspensa no Brasil, Argentina, Chile e Uruguai no inicio dos anos 80.
Porém, devido a falta de alternativas, sua indicacéo pode ser mantida como
um tratamento de segunda linha na falha terapéutica do benznidazol

(Pérez-Molina et al., 2020; Garcia-Huertas e Cardona-Castro, 2021).
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Figura 8: Estrutura do farmaco nifurtimox. Fonte: DrugBank (2022).

1.4. Produtos Naturais como Prototipos Farmacéuticos

Desde os primordios da medicina, substancias quimicas derivadas de
plantas, microrganismos, animais e organismos marinhos vém sendo

amplamente utilizadas para o tratamento de doencas (David et al., 2015).

Aproximadamente 50% de todos os farmacos aprovados pelo FDA (Food
and Drug Administration) apresentam em suas estruturas protétipos
naturais (Figura 9) (Newman e Cragg, 2020). Um dos exemplos mais
classicos é a penicilina, que foi isolada do fungo Penicillium notatum; muitos
outros farmacos amplamente utilizados na clinica, também se basearam
em produtos naturais, como: i) aciclovir, proveniente de espoja marinha; ii)
artemisinina e a quinina com protétipos extraidos de plantas; e iii)
anfotericina B e a paromomicina, isoladas de microrganismos, ambas
utilizadas para o tratamento das leishmanioses (Bauer e Bronstrup, 2014;
David et al., 2015; Harvey et al., 2015)
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Figura 9: Distribuicdo das fontes de 1881 farmacos desenvolvidos no periodo de 1981 a
2019 (em porcentagem). B — macromolécula biolégica; N — produto natural; NB — extrato
botanico; ND — derivado de produto natural (semissintético); S — farmaco sintético; S/INM
— farmaco sintético semelhante ao produto natural; S* - farmaco sintético com
farmacoéforo de produto natural; S*NM — farmaco sintético com farmacéforo de produto
natural semelhante ao produto natural; V — vacina. Fonte: Adaptado de Newman e Cragg,
2020.

1.4.1. Organismos Marinhos

A grande complexidade quimica dos produtos naturais marinhos pode ser
explicada pelo fato de que a vida na Terra teve sua origem quase que
inteiramente na agua, juntamente com a evolu¢do das formas de vida

aquatica (Netz e Opatz, 2015).

Estima-se que a biodiversidade global total inclua 5x108 espécies de
organismos procarioticos e eucariéticos no mundo, sendo que 0s oceanos
cobrem mais de 70% da Terra (Alvarez-Bardon et al., 2020). Assim, o
ambiente marinho € um reservatorio de vida extremamente diverso,
contendo cerca de 250.000 espécies conhecidas. Dessa forma, é
considerado um lugar Unico para descoberta de novas fontes de
prototipos de farmacos. No ambiente marinho, existe uma competicao
severa pela sobrevivéncia, bem como pressdo ambiental. Dessa forma,

se faz necesséario a producdo de metabdlitos secundarios para a
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sobrevivéncia, principalmente em ambientes extremos com
elevadas/baixas temperatura, salinidade, pressao e alta taxa de predacéo
(Khalifa et al., 2019).

Organismos marinhos vém sendo utilizados para fins medicinais desde os
tempos antigos em paises como india e China, e também no Oriente
Médio e Europa; ainda assim, somente 5% dos oceanos foram explorados
(Ramirez-Llodra et al., 2010; Sithranga & Kathiresan, 2010).

Devido a sua enorme quimiodiversidade, os produtos naturais marinhos
tém atraido muita atencdo da ciéncia. Compostos quimicos isolados de
produtos naturais marinhos vem apresentando potencial para diversas
doencas, como cancer, doencas infecciosas, microrganismos
multirresistentes, doencas cardiovasculares e esclerose mdultipla.
Compostos isolados de organismos marinhos apresentam caracteristicas
estruturais Unicas e complexas, podendo ser usadas como protétipos na

pesquisa de descoberta de farmacos (Wibowo et al., 2021).

Dentre os organismos marinhos mais explorados para estudos de seus
metabdlitos bioativos encontram-se esponjas, tunicados, corais e
moluscos. Microrganismos como actinomicetos, fungos, dinoflagelados,
cianobactérias e bactérias marinhas, associados a organismos marinhos,
também produzem diversos metabdlitos bioativos. A esponja Cryptotethya
crypta foi o primeiro organismo marinho a ser investigado quimicamente
pelos pesquisadores Bergmann e Feeney, que em 1951, fizeram o
isolamento e identificacdo da citosina arabinosideo (ara-C), que hoje é
utilizada no tratamento de leucemia (Khalifa et al., 2019).

Dentre os diversos compostos provenientes de organismos marinhos ja
existentes, é possivel encontrar farmacos com diversos usostratamento
cancer, infecgdes virais, antioxidantes, entre outros. Medicamentos de
origem marinha (Figura 10) para o tratamento de cancer incluem
Adcetris® (Brentuximab vedotin), Halaven® (Eribulina), Yondelis® e

Cytosar-u® (Citarabina). O principal componente do Adcetris® é um

peptideo, originalmente isolado do molusco marinho Dolabella auricularia.
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O composto halicondrina B, isolado da esponja Halichondria okadai,
originou o farmaco Halaven®, amplamente utilizado para o tratamento de
mama. Yondelis®, um produto natural marinho isolado do tunicado
Ecteinascidia turbinata. Cytosar-u®, desenvolvido para tratar diferentes
formas de leucemia, foi isolado da esponja Cryptotheca crypta (Khalifa et
al., 2019; Alvarez-Bardon et al., 2020).
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Figura 10: Estruturas de farmacos aprovados, isolados de produtos naturais marinhos.
Fonte: DrugBank (2022).

1.4.2. Tubastraea tagusensis

Os invertebrados marinhos, entre eles os corais, sdo importantes fontes

para descoberta de novos protétipos com potencial para farmacos.

Tubastraea tagusensis € um coral da ordem Scleractinia que secreta um

esqueleto de carbonato de calcio capaz de fornecer defesa contra
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possiveis predadores (Figura 11). A introducdo desses corais
azooxantelados (Dendrophyllydae) ocorreu por meio de incrustacées em
plataformas de 6leo e gas trazidas para a Bacia de Campos, na regido
norte do estado do Rio de Janeiro, na década de 1980. Atualmente, o
coral esta distribuido em mais de 3.500 km da costa brasileira, aderido em

substratos naturais e artificiais (Zanotti et al., 2020).

O sucesso de sua invasdo e adaptacao esta relacionado a rapida taxa de
crescimento, idade reprodutiva precoce, liberacdo de larvas clonais
durante todo ano, alta capacidade regenerativa e falta de competidores /
predadores nativos. Dessa forma, sdo uma ameaga a organismos
endémicos das regides invadidas, dentre os organismos ameacgados,
destaca-se o0 coral endémico Mussismilia hispida, coral cérebro
(Scleractinia, Mussidae), as interacfes entre essas espécies geram
efeitos adversos, como necrose tecidual de M. hispida (Carpes et al.,
2020; Zanotti et al., 2020).

A producdo de metabdlitos secundarios contribui para essa estratégia,
sendo responsavel por baixas taxas de predacao por peixes e evitando a
incrustacéo de outros organismos marinhos na competi¢cao por espaco no
substrato (Carpes et al., 2020). Essas substancias sédo de particular
interesse, pois podem ter consideravel potencial farmacolégico (Sampaio
et al., 2012; Lages et al., 2012; Carpes et al., 2020). Tubastraea spp. séo
conhecidos por serem fontes de acidos graxos, esterdis, macrolideos

polioxazol e alcaloides (Maia et al., 2014; Carpes et al., 2020).

Além disso, o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis) possui um plano nacional de prevencao,
controle e monitoramento do Coral-sol (Tubastraea spp.) no Brasil, a fim
de com o intuito de controlar o crescimento dessa espécies invasora,

mitigando o impacto sobre a biodiversidade brasileira (IBAMA, 2018).
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Figura 11: Colbnias do coral Tubastraea tagusensis. Fonte: Alexandre Ornellas, ICMBIo.

1.4.3. Alcaloides Marinhos

Os alcaloides constituem uma das maiores classes de produtos naturais,
e sao sintetizados por plantas, microrganismos, organismos marinhos,
insetos e animais, compreendendo um extenso e importante grupo de
metabdlitos secundéarios (Tempone et al., 2021). Essa classe de
compostos evoluiu como um mecanismo de defesa quimica contra
predadores, sendo frequentemente moléculas altamente potentes e
toxicas. Esses compostos, apresentam bases nitrogenadas e anel
heterociclico em sua estrutura (Kochanowska-Karamyan e Hamann,
2010; Franca et al., 2014; Netz e Opatz, 2015; Tempone et al., 2021).

Os alcaloides sao amplamente distribuidos, principalmente, em plantas
pertencentes as familias Apocynaceae, Loganiaceae, Rubiaceae e
Nyssaceae. No ambiente marinho, também ja foram descritos em
esponjas, algas e moluscos. Segundo a literatura, os alcaloides sé&o
conhecidos por apresentar atividade anti-hipertensiva (Sagi et al., 2016),
antitumoral (El-Sayed e Verpoorte, 2007), atividade contra doencas
neuroldgicas (Kochanowska-Karamyan e Hamann, 2010) e atividade

antiprotozoaria (Tempone et al.,, 2021). Considerando sua ampla
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distribuicdo nos invertebrados marinhos e seu potencial farmacologico, os
alcaloides podem ser utilizados como possiveis candidatos terapéuticos
para doencas parasitarias tropicais. De acordo com a classificacdo da
estrutura quimica (Figura 12), eles podem ser divididos em alcaloides
piperidinicos, alcaloides quinolinicos, alcaloides isoquinolinicos,
alcaloides inddlicos, alcaloides terpenoides, alcaloides esterdides, entre
outros (Liu et al., 2019).

Alcaloides isoquinolinicos Alcaloides indolicos

Alcaloides piperidinicos Alcaloides quinolinicos
OH

[o]

Licorina

Matrina

Evidiamina

Alcaloides terpenoides

O%
o OH
0

Solamargina Paclitaxel

Figura 12: Exemplos da estrutura quimica de alcaloides. Fonte: Adaptado Liu et al.,
2019.

Os alcaloides derivados de organismos marinhos, especialmente os
alcaloides inddlicos, exibem uma infinidade de atividades bioldgicas,
como atividades antibacterianas, antifingicas, anti-inflamatorias,

antiparasitéria, antimalarica e antiviral (Wibowo et al., 2014).

Os alcaloides inddlicos sdo compostos organicos ciclicos contendo
nitrogénio e um nucleo indol. Esse nucleo indol é um dos sistemas de
anéis mais importantes da natureza, sendo considerado uma “estrutura
privilegiada” quando se trata do desenvolvimento de farmacos (Wibowo et
al., 2021; Hu et al., 2021).
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Geralmente, os alcaloides inddlicos podem ser classificados em quatro
grupos: alcaloides indélicos simples, indol prenilados, bis/tris indol e indol
anelados (Figura 13) (Wibowo et al., 2022).
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Figura 13: Classificagcéo de alcaloides indolicos. Fonte: adaptado de Wibowo et al., 2022.

Os alcaloides inddlicos simples sao derivados principalmente do
aminoacido triptofano ou de seu precursor direto. Os alcaloides inddlicos
prenilados representam um grande subgrupo dos alcaloides inddlicos e
fornecem vérias atividades biolégicas potentes, possuindo ampla
distribuicdo em organismos terrestres e marinhos. Os alcaloides bis e
trisindol sdo derivados de dois ou trés nucleos indol; essa classe
apresenta diversas atividades bioldgicas, como atividades antivirais,
antitumorais, antibacterianas e anti-inflamatorias, sendo prototipos
promissores para o0 desenvolvimento de farmacos. Nos alcaloides
inddlicos anelados, um Unico nucleo inddlico é fundido a outros sistemas
de anéis (hetero)ciclicos que ndo sdo derivados de pernil (Netz e Opatz,
2015; Wibowo et al., 2022).
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1.5.

Justificativa

A terapia em uso clinico para o tratamento da leishmaniose € a mesma
desde o século passado, com alto custo, dificuldade de administracéo,
esquemas posoldgicos longos, e com severos efeitos colaterais,
resultando no abandono precoce do tratamento, incluindo o aparecimento
de resisténcia aos farmacos. Ja o tratamento da doenca de Chagas
apresenta um unico farmaco no Brasil, com efeitos adversos significativos,
tratamento longo e a baixa eficacia na fase crénica da doenca. Dessa
forma, a busca por alternativas terapéuticas menos téxicas e mais
eficazes, se faz essencial para o tratamento de pacientes com doencas

causadas por esses protozoarios.
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2. Objetivos

2.1.

Geral

Avaliar o potencial antiparasitario de metabolitos secundarios isolados a

partir de colonias do coral Tubastraea tagusensis.

2.2.

b)

Especificos

Fracionar por estudo biomonitorado, metabdlitos secundarios de
colénias do coral Tubastraea tagusensis para isolamento de
compostos ativos contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma
cruzi.

Isolar e purificar os compostos ativos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e caracterizar quimicamente o composto mais ativo,
através de técnicas de ressonancia magnética nuclear e

espectrometria de massas.

c) Avaliar, in vitro, a concentracdo efetiva 50% em formas amastigotas

d)

intracelulares e promastigotas de Leishmania (L.) infantum, e
tripomastigotas e amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi do
composto isolado.

Avaliar a citotoxicidade in vitro do composto ativo em células de
mamifero NCTC clone L929, determinando os respectivos indices de
seletividade.

Realizar estudos de mecanismos de acao antiparasitario do composto
ativo, avaliando: i) a permeabilidade da membrana plasmatica, ii) o
potencial elétrico da membrana mitocondrial, iii) niveis de calcio, iv)
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS); v) niveis de ATP; vi)

pH de acidocalsissomos; vii) perfil protéico.
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3.

3.1.

3.2.

3.3.

Material e Métodos
Reagentes

Sytox® Green, 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio (MTT), 2',7'-
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), iodeto de 5,5', 6,6'-
tetracloro-1,1', 3,3'-tetraetilbenzimidazolil carbocianina (JC-1), ATP
Determination Kit e fluo-4 AM foram adquiridos da Molecular Probes®
(Invitrogen™). Soro fetal bovino (SFB) foi obtido da Gibco e sulfato de
gentamicina da Hipolabor Farmacéutica. Todos os outros reagentes néo

mencionados foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Animais de experimentacao

Hamsters dourados (Mesocricetus auratus) machos e camundongos
BALB/c (Mus musculus) fémeas foram obtidos do biotério do Instituto
Adolfo Lutz de S&o Paulo (IAL). Os animais foram mantidos em caixas
esterilizadas com material absorvente, em um ambiente com temperatura

e umidade controladas, recebendo agua e alimento ad libitum.

Para manutengdo do parasita Leishmania (L.) infantum
(MHOM/BR/1972/LD), os hamsters foram infectados, pela via
intraperitoneal, com 1x108 amastigotas/animal, extraidas e purificadas do
baco de um hamster previamente infectado. Apés 90 dias da infec¢éo, os
animais foram eutanasiados para obtencdo e purificagdo de novos
amastigotas. Camundongos BALB/c fémeas foram utilizados para

obtencdo de macréfagos peritoneais.

Todos os procedimentos realizados com animais tiveram aprovagao pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz/Instituto
Pasteur (CEUA IAL 05/2018).

Leishmania (L.) infantum

As formas  promastigotas de  Leishmania (L) infantum
(MHOM/BR/1972/LD) foram cultivadas em meio M-199 suplementado
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com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado, 0,25% de hemina, sob a

temperatura de 24°C em estufa BOD, livre da adicdo de antibioticos.

As formas amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum foram obtidas a
partir de centrifugacao diferencial do baco de hamsteres previamente
infectados. O numero de parasitas foi determinado pelo método descrito

por Stauber e colaboradores (1958), 60 a 70 dias pds-infeccao.

3.4. Trypanosoma Cruzi

Formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram cultivadas em células
LLC-MK2 com meio RPMI-1640, suplementado com 2% de SFB a
temperatura de 37° C em estufa com 5% CO:2 (Kesper et al., 2000; Reim&o
et al., 2008).

As formas intracelulares de T. cruzi foram obtidas através da infeccédo de
tripomastigotas em macréfagos peritoneais em uma propor¢ao de 10:1
(parasitas/macrofagos), incubadas por 2 horas (da Costa-Silva et al.,
2021).

3.5. Células de mamifero

Para a cultura de células de mamiferos foi utilizado meio RPMI-1640
suplementado com NaHCOs3 (24 mM) e sulfato de gentamicina (20 pg/mL),
em pH 7,2.

Fibroblastos de tecido conjuntivo de camundongos(NCTC clone L929 -
ATCC® CCL-1™; e células LLC-MK?2), foram fornecidos pela Secéo de
Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz-SP e mantidos em meio RPMI-
1640 com 10% de SFB em estufa a 37°C com 5% de CO2 (Amaral et al.,
2019).

Macrofagos peritoneais foram coletados por meio da lavagem da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c fémeas com meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SFB (Romanelli et al., 2019).
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3.6. Coleta da Tubastraea tagusensis

A coleta de colbnias do coral-sol, Tubastraea tagusensis (Figura 14) foi
realizada na regido de llha Bela, juntamente com o Prof. Alvaro Migotto,
do Centro de Biologia Marinha da Universidade de Sao Paulo (CEBIMar -
USP), nos dias 04 e 05 de novembro de 2019 (Figura 15).

As colbnias foram coletadas na regido do Farol do Moleque (S
23°49'40,.7" W045°24°'44.77).

Posteriormente, essas colénias foram separadas do substrato com o
auxilio de uma talhadeira, identificadas e pesadas para dar inicio a

extracdo dos metabdlitos.

Figura 14: Colbnia do coral-sol (Tubastraea tagusensis). Fonte: Marcelo Visentini
Kitahara - Cifonauta - Cebimar.
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Figura 15: Mapa da regido da Universidade de S&o Paulo, Centro de Biologia Marinha
(seta azul - CEBIMAR), em S&o0 Sebastido, onde foram realizadas as coletas do coral
Tubastraea tagusensis (seta vermelha- Farol do Moleque) Fonte: Google Maps.

3.7. Obtencao dos extratos organicos (metabdlitos secundarios)

No total, foram coletados, aproximadamente, 2 quilogramas de colonias
isoladas da T. tagusensis que foram processadas em triturador
juntamente com 8 litros de metanol. Essa mistura ficou identificada como
extrato bruto em metanol (ExMeOH), e posteriormente foi reduzida a

secura em evaporador rotativo e o material armazenado a -20°C.

3.7.1. Obtencdo de metabdlitos secundéarios a partir da particédo

liquido-liquido

Para a obteng&o de metabdlitos secundarios ativos da T. tagusensis, foi
adicionado agua Mili-Q ao extrato bruto (ExMeOH) e esse foi submetido
a particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente: n-
hexano, acetato de etila e butanol (1:1, v/v). Essa particdo resultou em
trés fracdes: fracdo em hexano (FrHex), fracdo em acetato etila (FrAcCOEt)

e fracdo em butanol (FrBut) como mostra na Figura 16.
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Essas fracbes foram concentradas em evaporador rotativo, pesadas,
dissolvidas em metanol, diluidas serialmente em meio de cultura M199 e
RPMI 1640 e testadas contra os parasitas L. (L.) infantum e Trypanosoma
cruzi na concentracao de 200 pg/mL. Ao mesmo tempo, foi separado 1
mg de cada fracdo e enviado para o laboratorio de Prof. Jodo H.G. Lago,
da Universidade Federal do ABC (UFABC), para que fossem feitas
analises de Ressonancia Magnética Nuclear.
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Fracdo Aquosa

Figura 16: Esquema da particéo liquido-liquido da Tubastraea tagusensis.

3.7.2. Fracionamento cromatografico utilizando Sephadex LH-20

A partir do resultado do ensaio de bioatividade das fragfes e da analise
de ressonancia magnética nuclear, demos inicio ao isolamento e
purificacdo da fracdo acetato de etila (FrAcOEt), fracdo esta, que
apresentou a maior poténcia, como também que apresentava compostos

de média polaridade

Este material foi submetido ao fracionamento cromatografico utilizando
Sephadex LH-20 como fase estacionaria em uma coluna de vidro de 2,4
X 70 cm, utilizando uma solucdo de MeOH e AcOEt (1:1 v/v) como fase

movel. Foi utilizado uma bomba peristaltica com um fluxo de 90 mL/h a
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uma temperatura 21°C. As fracGes foram coletadas a um volume de 5 mL

cada em tubos de vidro.

De cada fracionamento, foram obtidas 90 fracdes que, apds evaporagao
dos solventes, foram reunidas por similaridade, a partir da técnica de

cromatografia de camada delgada (CCD).

3.7.3. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As analises por CCD das fracdes coletadas pela Sephadex LH-20, foram
efetuadas utilizando placas de silica gel com indicadores de fluoresceina
(Merck). Como fase mével foram utilizados os solventes metanol e acetato
de etila (1:1 v/v).

A revelacdo e visualizacao das bandas foi realizada em camara com luz
ultravioleta (254 nm) e utilizacdo de sulfato cérico, seguido de
aquecimento a 100°C para revelacao. A partir dessa analise, as fracdes

foram reunidas em 6 grupos.

3.7.4. Desreplicacdo através da Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

Uma aliquota (1 mg) de todos os extratos, e de cada fracao obtida, foram
encaminhados para o laboratério do Professor Jodo Lago, na
Universidade Federal do ABC, e foram submetidas a andlise por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H). Os espectros
das RMN de 'H da FrAcOEt sugeriram presenca de compostos

aromaticos e possivelmente, alcaloides.

Os espectros de RMN de 'H foram registrados em espectrémetro Varian
INOVA 500, operando a 500 e 125 MHz, na Central Experimental
Multiusuario da UFABC — campus Santo André.
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3.7.5. Pré-fracionamento em cartucho de extracdo em fase solida
(SPE) C18

Foi realizada a analise das fracdes por Ressonancia Magnética Nuclear,
visando a selecéo de fracbes que apresentassem sinais correspondentes

a anéis aromaticos.

Esse material foi submetido a separacéo em cartucho de extracdo em fase
sblida Sep-Pak C18 (1 g) utlizando agua/metanol em diferentes
proporcdes (1:0; 1:1, 0:1 v/v). Os analitos foram coletados em fracfes de
10 mL cada, reduzidos em evaporador rotativo e posteriormente testados

contra os parasitas conforme descrito.

3.7.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

ApoOs a passagem pelo cartucho de extracdo em fase soélida, foi realizada
a CLAE da fracdo ativa. Para obtencdo do melhor perfil de separacéo,
colunas analiticas de diferentes fases, dentre estas, ciano, C4, C8, C18 e
fenil, foram testadas em sistema CLAE com duas bombas AT e sistema
de deteccdo por arranjo de diodos (Shimadzu Corporation-Japéo). Foi
selecionada a coluna C18 ACE (250 x 4,5 mm 5 um). A FrAcOEt 5 foi
diluida em metanol (MeOH) e aplicada na coluna (100 pL). A eluicdo
dessa fracdo foi acompanhada em uma faixa de 200-800 nm. O fluxo
utilizado foi de 1 mL/min, em gradiente de MeOH (solvente B) em agua

(solvente A) utilizando variando de 50-100% em 30 minutos.

Foram coletadas 9 fracdes, posteriormente submetidas a analise em 'H
RMN pelo Prof. Jodo Lago (UFABC). A fracdo V, com sinais
caracteristicos de composto aromatico, foi refracionada em uma coluna
C4 (ACE, dimensdes 250 x 4,6 mm, 5 um). A fracao V foi diluido em MeOH
e aplicado na coluna (20 pL). O fluxo utilizado foi de 1mL/min, em
gradiente de AcOEt (solvente B) em agua (solvente A) varaindo de 35 a

100% em 20 minutos. Dessa andlise foram coletadas seis fracdes.
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3.7.7. Elucidacéao Estrutural

A fracdo ativa, denominada V’ foi analisada em cromatografia liquida
acoplada a espectrodmetro de massas de alta resolugéo (CLAE-HRMS) no
Instituto Adolfo Lutz. Foi aplicada uma solucdo de 1 pg/mL da fracdo V’,
dissolvida em MeOH. Para o HRMS foi utilizado um fluxo de 5 pL/min,
fonte de ionizacdo HESI (electrospray aquecido — fonte de ionizac&o por
eletro nebulizacdo com aquecimento), taxa de fluxo do gas foi de 5
unidades arbitrarias com temperatura de 50°C. A temperatura do capilar
foi de 320°C, com voltagem de 4.50 kV.

Ja as condi¢des cromatograficas foram: solucdo aquosa de formiato de
amonio 5mM e &cido formico 0,1% (v/v) (Fase A) e solugdo metandlica de
formiato de amoénio 5mM e acido férmico 0,1% (v/v) (Fase B). A coluna
utilizada foi coluna Hypersil Gold aQ C18 (50 x 2.1 mm) com particula de

1,9 pm, com gradiente do fluxo de 0,3 mL/min.

Também foi utilizada RMN de 3C, com a colaboracdo do Prof. Luiz
Octavio Regasini, do Laboratério de Antibidticos e Quimioterapicos, da
Universidade Estadual Paulista (Unesp) de Sao José do Rio Preto. Os
espectros de *C NMR, HSQC, HMQC, HMBC, DEPT-90, DEPT-135 e
NOESY 2D foram analisados no aparelho Bruker Avance Ill 14.1 T, Bruker
Avance 111 9.4 T e Bruker Fourier 7.1 T espectometros, utilizando metanol
deuterado como solvente e TMS como controle interno. Os
deslocamentos quimicos (0) e os constantes de acoplamento (J) foram
expressos em ppm e Hz, respectivamente. Multiplicidades foram
reportadas como singleto (s), dupleto (d), dupleto de dupleto (dd), tripleto
(t), quarteto (q), dopleto tripleto (dt) e multipleto (m).

3.8. Determinacéao in vitro da atividade antiparasitaria e concentracao
efetiva 50% (CEso)

O composto isolado foi dissolvido em DMSO na concentragéo de 30 mM.

Apos este procedimento, foi diluido em meio de cultura e incubado com
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os parasitas em diferentes concentracées com o objetivo de se determinar

as respectivas CEso.

3.8.1. Determinacdo in vitro da atividade parasitaria e concentragéo
efetiva 50% (CEso) contra formas promastigotas e amastigotas
de L. (L.) infantum

Promastigotas de L. (L.) infantum em fase exponencial tardia foram
adicionados a 1x10° parasitas/poco em placas de 96 pocos e incubados
a 24°C por 48h com o composto serialmente diluido em base 2 (150 - 1,2
UM) em meio 199, suplementado com 10% de SFB. Apds o periodo de
incubacéo, a viabilidade celular foi determinada pela adicdo de MTT (0,5
mg/mL/poco) e incubacao por 2h. Para solubilizar a formazana no interior
da mitocondria, 80 pL de SDS (10% m/v) foi adicionado aos pocos e apds
24h, a leitura da placa foi realizada em espectrofotometro (FilterMax F5
MultiMode) com A a 570 nm (Tada et al., 1986). Parasitas ndo tratados

foram utilizados como controle positivo (100% de viabilidade).

Amastigotas de L. (L. infantum: Macréfagos peritoneais (1x10°

células/poco) foram adicionados em placas NUNC (Thermo) de 16 pocos
e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO:2 por 24h. ApOs este
procedimento, foi realizada a infecgdo com amastigotas de L. (L.) infantum
na proporcao 10:1 (amastigotas/macréfago) e as placas foram novamente
incubadas por 24h. Em seguida, foi realizada uma lavagem para remocao
de amastigotas nao internalizados. Posteriormente, os macrofagos
infectados foram tratados com os compostos serialmente diluidos em
base 2 (100 - 0,78 uM) em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de
SFB, por 96 horas (Tempone et al., 2007). Ao final do ensaio, as células
foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa e observadas em
microscopio 6ptico com objetiva de imersao (100x). Para determinacdo da
concentracao efetiva 50%, foi utilizado o indice de infeccdo (IF), obtido
através da contagem diferencial de 200 macrofagos/poco e calculado pela

seguinte férmula (Chang et al., 1986):
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IR N2 Macréfagos infectados x N2 Amastigotas intracelulares

N2 Macréfagos Totais

Células infectadas e néo tratadas foram utilizadas como controle positivo.

3.8.2. Determinacdo in vitro da atividade parasitaria e concentracao
efetiva 50% (CEso) contra formas tripomastigotas e amastigotas de T.

cruzi

Tripomastigotas: O composto, dissolvido em DMSO (100%), foi diluido em

série (base 2) utilizando-se meio RPMI-1640, em placas de 96 pocos e
em seguida formas tripomastigotas de T. cruzi foram adicionadas na
concentracdo de 1x10° parasitas/poco. As placas foram mantidas a
temperatura de 37°C em estufa com 5% de CO:2 durante 24 horas. Apos
esse periodo, para a determinacdo da viabilidade dos parasitas, foi
adicionado 20 pL de resazurina a 10% (v/v). As placas permaneceram
incubadas por 20 horas sob as mesmas condi¢des. Ao final do ensaio, a
leitura foi realizada em espectrofotdmetro de placas (Filte Max F5 Multi-
Mode Microplate Reader) a A 570 nm (Gehrke et al., 2013). Como controle
positivo (100% de células vivas), foi utilizado células nao tratadas. Todos

0s ensaios foram realizados em duplicatas.

Amastigotas Intracelulares: Macréfagos peritoneais (1x10° células/poco)

foram adicionados em placas NUNC de 16 pocos e incubados a 37°C em
estufa com 5% de CO:2 por 24h. Em seguida, as células foram infectadas
(10:1 parasita/macréfago) com 1x108 tripomastigotas/pogo por 2 horas.
Em seguida, adicionou-se o composto diluido seriadamente em base 2
(100 - 0,78 uM). As formas intracelulares do parasita permaneceram
incubadas durante 48 horas para obtencao do CEso. Ao final do ensaio,
as ceélulas foram fixadas com metanol, coradas com Giemsa e observadas
em microscopio Optico com objetiva de imersdao (100x). Para
determinacdo da concentracdo efetiva 50%, foi utilizado o indice de
infeccdo (IF), obtido através da contagem diferencial de 200

macrofagos/poco e calculado pela formula acima (item 3.8.1) (Chang et
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al., 1986). Macroéfagos infectados e nao tratados foram utilizados como

controle positivo.

3.9. Determinacéo in vitro da Concentracao Citotoxica 50% (CCso)

Com o intuito de determinar a CCso em células de mamifero, fibroblastos
de camundongo NCTC clone 929 foram adicionados (6x10* células/poco)
em placas de 96 pocos e incubados a 37°C em estufa com 5% de CO:
por 48h com o composto serialmente diluido em base 2 (200 a 1,6 uM)
em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB. Posteriormente, a
viabilidade celular foi determinada pela adicdo de 20 pyL de MTT e
incubacédo por 2h. Ao final, 80 uL de SDS (10% m/v) foi acrescentado e
apos 24h a leitura da placa foi realizada em espectrofotometro (FilterMax
F5 MultiMode) a A 570 nm (Tada et al., 1986). Células nao tratadas foram

utilizadas como controle positivo.

3.10. Determinacéo do indice de Seletividade (IS)

O indice de seletividade dos compostos foi calculado por meio da formula:

IS CC50 em célula de mamifero

" CE50 em amastigota intracelular

3.11. Analise de parametros in silico

As propriedades druglikeness do composto MR0O1 foram avaliadas in silico
usando a plataforma online SwissADME (Daina et al, 2017). Esta analise
inclui diversos modelos para avaliar: i) propriedades fisico-quimicas -
definidas como area de superficie polar topologica (TPSA) e numero de
ligacOes rotativas; ii) lipofilicidade (log P); iii) solubilidade aquosa (log S);
iv) parametros farmacocinéticos (absorcéo gastrointestinal e inibicdo do
CYP450); v) perfil drug-likeness utilizando filtros de Lipinski (Pfizer), Veber

(GlaxoSmithKline) e Muegge (Bayer); vi) compostos interferentes
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(PAINS). Além desses parametros, a plataforma também fornece um
radar de biodisponibilidade, com faixas de seis propriedades:
lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturagao.
Para o composto MRO1, todas as previsdes do ADMET foram avaliadas
usando a plataforma SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina et
al., 2017).

3.12. Avaliagcao dos Mecanismos de Agéao

Para determinacao de parametros de tempo de incubagé&o e concentracao
ideais para os estudos de mecanismo de acao, foi realizado um novo
ensaio de concentracdo efetiva 50%. Desse modo, os parasitas
(tripomastigotas de T. cruzi) foram incubadas na concentragdo de 2x10°
células/poco em placas de 96 pocos com 0 composto serialmente diluido
em base 2 (200 a 1,6 uM) em meio HBSS suplementando com NaHCO3
(4,2 mM) e D-glicose (10 mM), a 24°C por 1, 2, 3 e 4h. Apés o periodo de
incubacao, a morfologia celular foi avaliada visualmente em microscépio
invertido (Nikon Eclipse TS100) e a viabilidade celular foi determinada
utilizando o corante resazurina (Alamar Blue®). A leitura da placa foi
realizada em espectrofotometro (FilterMax F5Multi-Mode) a A 570 nm
(Amaral et al., 2019).

3.12.1. Alteracdo da Permeabilidade da Membrana Plasmética

Para determinar possiveis alteracdes de permeabilidade da membrana
plasmatica celular, foi utilizado Sytox® Green, um marcador fluorescente
de acidos nucleicos, impermeavel a células viaveis. Os parasitas
(tripomastigotas de T. cruzi) foram adicionados em placas pretas (2x106
parasitas/poc¢o) de 96 pocos e incubados com Sytox® Green (1 uM) em
meio HBSS suplementando com NaHCOs3 (4,2 mM) e D-glicose (10 mM),
a 24°C por 15 min. Posteriormente, foi realizada uma leitura basal da
placa, apos essa leitura, o composto MRO1 (130 uM) foi adicionado e a

fluorescéncia foi monitorada por 2 horas. As leituras foram realizadas no
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espectrofluorimetro (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) com
filtros de excitacdo de 485 nm e emissdo de 535 nm (Chicharro et al.,
2001). A permeabilizacdo maxima foi obtida na presenca de Triton X100
0,5% (v/v) e parasitas nao tratados foram utilizados como controle

negativo (100% viabilidade, membrana integra) (Kulkarni et al., 2009).

3.12.2. Alteragao no Potencial da Membrana Mitocondrial (Aym)

Tripomastigotas de T. cruzi (2x10° parasitas/poc¢o) foram incubados com
0 composto MRO1 (130 uM) em meio HBSS suplementando com NaHCO3
(4,2 mM) e D-glicose (10 mM), em estufa a 37°C com 5% de COz por 1 e
2 horas. Uma lavagem foi realizada e posteriormente JC-1 (10 puM) foi
acrescentado. Apés 20 minutos de incubacéo a 37°C, a fluorescéncia foi
medida em citometria de fluxo (Atunne NXT) com filtro de excitacado 488
nm e emissao 530 (BL-1) e 574 nm (BL-2). O potencial de membrana
mitocondrial foi determinado por meio da razdo BL-2/BL-1
(vermelhal/verde) (Mukherjee et al., 2002).

A despolarizacdo maxima foi obtida na presenca de CCCP (100 uM) e
parasitas ndo tratados foram utilizados como controle negativo (100%

viabilidade, potencial basal).

3.12.3. Alteracdes nos Niveis de Adenosina Trifosfato (ATP)

Os niveis de ATP foram quantificados através do método de
bioluminescéncia luciferina-luciferase, utilizando um kit de determinacao
de ATP.

Tripomastigotas de T. cruzi (2x10° parasitas/pogo) foram incubados com
o0 composto MRO1 (130 uM) em meio HBSS suplementando com NaHCO3
(4,2 mM) e D-glicose (10 mM), em estufa a 37° C com 5% de COz por 1 e
2 horas. Uma lavagem foi realizada, posteriormente os parasitas foram
lisados com Triton X-100 (0,5%) e um tampéao de reacdo padrao (DTT 1

mM, luciferina 0,5 mM e luciferase 1,25 pg/ml) foi acrescentado. Uma
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curva de ATP (5000 a 1 nM) foi utilizada como padréo e a luminescéncia
das amostras foi determinada pela leitura em luminémetro (FilterMax
F5Multi-Mode) (Dolai et al., 2009).

Niveis reduzidos de ATP foram obtidos na presenca de CCCP (100 uM) e
parasitas néo tratados foram utilizados como controle negativo (100%

viabilidade, nivel basal).

3.12.4. Alteracdes nos Niveis de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS)

Tripomastigotas de T. cruzi (2x10° parasitas/poco) foram adicionados em
placas pretas de 96 pocos e incubados com o composto MRO1 (130 puM)
em meio HBSS suplementando com NaHCOs (4,2 mM) e D-glicose (10
mM), em estufa a 37°C com 5% de CO2 por 1 e 2 horas. Posteriormente,
H2DCFDA (5 pM) foi acrescentado, e apdés 15 min de incubacdo a
fluorescéncia foi medida em espectrofluorimetro (FilterMax F5 Multi-Mode
Microplate Reader) com filtros de excitacdo e emissao de 485 nm e 520

nm, respectivamente (Mukherjee et al., 2002).

Niveis maximos de espécies reativas de oxigénio foram obtidos na
presenca de azida (10 mM) e parasitas nao tratados foram utilizados como
controle negativo (100% viabilidade, nivel basal). Para verificar a possivel
ocorréncia de interferéncias na fluorescéncia, controles contendo apenas

o composto e o fluoréforo foram adicionados em todos o0s experimentos.

3.12.5. Alteragéo dos Niveis de Calcio Intracelular.

Tripomastigotas de T. cruzi (2x10° parasitas/poco) foram pré-tratados com
o fluoréfuro Fluo-4 AM (5 uM) em PBS 1x, por 1h a 37°C. Posteriormente,
os parasitas foram lavados e adicionados em placas pretas de 96 pocos.
Em seguida, uma leitura basal foi realizada e o composto MRO1 (130 puM)
foi adicionado. A fluorescéncia foi monitorada a cada 20 min por 2h em
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espectrofluorimetro com filtros de excitacdo e emissao de 485 e 535 nm,

respectivamente (Corral et al., 2016).

Niveis maximos de calcio foram obtidos utilizando Triton X100 a 0,5%
(v/v), utilizado como controle positivo, e parasitas nao tratados foram
usados como controle negativo (100% viabilidade, nivel basal). Controles
contendo apenas o composto e o fluoréforo foram adicionados em todos
0S experimentos para verificar a ocorréncia de interferéncias na

fluorescéncia.

3.12.6. Alteracfes nos Acidocalcisomas

Tripomastigotas de T. cruzi (2x10° parasitas/poco) foram pré-tratados com
laranja de acridina (4 pM) em PBS 1x, por 5 min a 37°C. Os parasitas
foram entdo lavados e adicionados em placas pretas de 96 pocos. Em
sequéncia, uma leitura basal foi realizada e o foram encubados com o
composto MRO1 (130 uM). A fluorescéncia foi monitorada a cada 20 min
por 2h em espectrofluorimetro com filtros de excitagdo e emisséo de 485

e 535 nm, respectivamente (Serrano-Martin et al., 2009).

Niveis maximos de alcalinizag&o foram obtidos utilizando nigericina (4 uM)
e parasitas ndo tratados foram empregados como controle negativo
(100% viabilidade, nivel basal) (Docampo et al.,, 1995). Controles
contendo apenas o composto e o fluoroforo foram adicionados em todos
0Ss experimentos para verificar a ocorréncia de interferéncias na

fluorescéncia.

3.12.7. Avaliacdo do Perfil Proteico de Tripomastigotas de T.

cruzi

Tripomastigotas (1x107/poco) foram tratados com MRO1 (130 uM) e
benznidazol (40 uM) durante 18 horas em meio RPMI. Apos este periodo,
as suspensoes de amostras das culturas expandidas foram centrifugadas,

0 sobrenadante removido e o precipitado foi lavado duas vezes em agua
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Mili-Q. O precipitado foi ressuspendido em 300 yL de agua Mili-Q antes
de adicionar 900 L de etanol 70% (v/v). Apés nova centrifugacéo, 20 uL
de &cido formico a 70% e 20 pL de acetonitrila foram adicionados ao
precipitado e a solucéo foi agitada em vortex e centrifugada. Cada etapa
de centrifugacéo foi realizada a 10.000 g por 10 min em temperatura
ambiente. Parasitas ndo tratados foram usados como controle (Mouri et
al, 2014).

O sobrenadante foi distribuido (3 pL) em duplicatas em uma placa de 96
pocos de aco para MALDI-TOF/MS (Bruker-Daltonics, Bremen,
Alemanha) e seca em temperatura ambiente. A matriz, 4cido a-ciano-4-
hidroxi-cindmico (HCCA) (Bruker-Daltonics), foi preparada a uma
concentracdo de 50 mg/mL em 50% de acetonitrila e 50% de agua com
2,5% de TFA, e foi adicionada (1 pL) na placa. Um extrato de proteina
DH5-alfa de Escherichia coli (BrukerDaltonics) foi adicionada na placa
para controle externo. As anélises foram realizadas em um espectrometro
de massas Bruker Microflex MALDI-TOF/MS com um laser de nitrogénio
(337 nm) operando em modo linear com extracéo retardada (260 ns) a 20
kv de voltagem de aceleragcdo. Cada espectro foi coletado
automaticamente no modo de ion positivo como uma média de 500
disparos de laser (50 disparos de laser em 10 posicbes de pontos
diferentes). Uma faixa de massa entre 3.000 e 20.000 m/z (relacdo
massa/carga) foi selecionada para coletar os sinais com a ferramenta
Auto Xecute do software de aquisicdo FlexControl (Verséo 2.4; Bruker-
Daltonics). Apenas picos com relacdo sinal/ruido foram considerados
(Mouri et al., 2014).

3.13. Anélise estatistica

Os valores de concentracdes efetivas e os valores de concentracéo
citotoxica 50% foram calculados usando curvas sigmoidais dose-resposta
utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os dados relatados sao a
meédia + desvio padrdo de pelo menos dois experimentos independentes

realizados com amostras em duplicatas. ANOVA de variancia unilateral

55



com Teste de Comparacao Mdultipla de Tukey foi usado para teste de

significancia (valor P).
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4.

4.1.

Resultados

Estudo biomonitorado e particao liquido-liquido

A partir da particdo liquido-liquido, foram originadas um extrato bruto e
trés fracOes organicas, sendo estas: ExMeOH (50,3 mg), FrHex (9,9 g),
FrAcOEt (3,7 g) e FrBut (20,6 mg).

As fragBes foram testadas na concentragdo maxima de 200 pg/mL e foram
diluidas serialmente em base 2 até a concentracdo de 1,56 pg/mL.
Destas, a fracdo em acetato de etila (FrACOEt) apresentou atividade
contra formas promastigotas de L. (L.) infantum, com uma CEso de 11,8
pg/mL. A fracdo em butanol (FrBut) também apresentou atividade contra
as formas promastigotas de L. (L.) infantum com uma CEsode 34,4 pg/mL
(Tabela 1). O extrato bruto em metanol (ExMeOH) e a fracdo em hexano
(FrHex) n&o apresentaram atividade contra as formas promastigotas de L.

(L.) infantum.

Para as formas tripomastigotas de T. cruzi, a fracdo mais ativa foi a fracao
FrAcOEt, com uma CEso de 4,5 pg/mL; a FrHex e FrBut apresentaram
valores de CEso de 99,3 e 19,3 pg/mL, respectivamente. O extrato bruto
ExMeOH nao apresentou atividade contra as formas tripomastigotas de
T. cruzi (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo da concentracdo efetiva 50% (CEso) contra promastigotas de

Leishmania (L.) infantum e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e massas das fracfes
obtidas ap6s particdo.

Atividade anti- Atividade anti-
Fracdo Massa (g) Leishmania infantum Tripanosoma cruzi
(CEso) pg/mL (CEso) pg/mL
Metanol 0,0503 N/A N/A
Hexano 9,9 N/A 99,3
Acetato de

etila 3,7 11,8 4.5

Butanol 0,0206 34,4 19,3

CEso: Concentracao efetiva 50%. N/A. ndo ativa
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4.2. Caracterizacao das fragcOes obtidas na parti¢cao liquido-liquido

Uma aliquota do extrato bruto e das trés fragcbes (ExMeOH, FrHex,
FeAcOEt e FrBut) foram encaminhadas para o laboratério de Produtos
Naturais do Prof. Jodo Lago, na Universidade Federal do ABC, para
analises de ressonancia magnética nuclear. A fracdo em acetato de etila
(FrAcOEt) apresentou sinais compativeis com a presenca de compostos
aromaticos e um possivel alcaloide, sendo escolhida para

refracionamento (Anexo 01).

4.3. Fracionamento da FrAcOEt em coluna Sephadex LH-20

Considerando a atividade contra L. (L.) infantum e T. cruzi, e o estudo em
RMN, a FrAcOEt foi submetida a um refracionamento cromatografico
utilizando uma coluna Sephadex LH-20 como fase estacionaria (Figura
17). Um total de 90 fragBes foram coletadas e submetidas a analise de
cromatografia de camada delgada (CCD). Ap6s andlise do fator de
retencdo (Rf), dado pela distancia percorrida pela amostra/distancia
percorrida pelo solvente em centimetros (Figura 18), as fracdes foram

reunidas por similaridade, resultando em 6 novas fragoes.
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Figura 17: Separacdo da FrAcOEt em coluna Sephadex LH-20 (2,4 x 70 cm). Foi
realizada seis corridas, das quais foram recolhidas aproximadamente 90 fracdes por
corrida.

Figura 18: Cromatografia de camada delgada (CCD) das 90 fracBes obtidas apos a
separacao em coluna Sephadex LH-20. Como fase moével foram utilizados os solventes
metanol e acetato de etila (v/v). A revelacao e visualizacdo das bandas foi realizada em
camara com luz ultravioleta (254 nm) e utilizacdo de sulfato cérico, seguido de
aguecimento a 100°C.

Na Tabela 2, é possivel verificar quais fracdes foram agrupadas apés a
analise por CCD. Apés o agrupamento por similaridade, as fragoes foram
reduzidas em evaporador rotativo, secadas e o peso final foi determinado.
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Tabela 2: Fracdes agrupadas, provenientes da cromatografia em coluna Sephadex LH-
20 da FrAcOEt, com base na analise por cromatografia em camada delgada, juntamente
com suas massas (mg).

Fracdes Fracdes Sephadex Rf Massa (mg)
FrAcOEt 1 01-05 0 7,4
FrAcOEt 2 06-16 0,625 857,7
FrAcOEt 3 17-26 0,25 153
FrAcOEt 4 27-41 0,375 319,7
FrAcOEt 5 42-53 0,5 100
FrAcOEt 6 54-90 0 39,7

Rf.: Fator de retencéo (distancia percorrida pela amostra (cm)/distancia percorrida pelo
solvente (cm)).

4.4. Desreplicacdo das sub-fragbes por Ressonéancia Magnética
Nuclear (RMN)

Uma aliquota de cada fracéo (FrAcOEt 1, FrAcOEt 2, FrAcOEt 3, FrAcOEt
4, FrAcOEt 5 e FrAcOEt 6) foi encaminhada para analise em 'H-RMN. A
fracdo em acetato de etila 5 (FrAcOEt 5) apresentou sinais compativeis
com a presenca de compostos aromaticos (alcaloide) (Anexo 02) e desta

forma, foi escolhida para prosseguimento no isolamento cromatografico.

4.5. Pré-fracionamento da fracdo FrAcOEt 5 em cartucho de extracdo
em fase sélida — SPE - C18

A FrAcOEt 5 (100 mg) obtida na coluna Sephadex LH20, foi refracionada
em cartucho de fase sdlida (SPE — C18). A amostra foi dissolvida em
MeOH : agua (1:9 v/v) e aplicada na coluna. Como eluente foi utilizado
MeOH em diferentes proporc¢des. Para fins de estudo biomonitorado,
estas fracdes foram avaliadas quanto ao potencial anti-T. cruzi em formas

tripomastigotas e anti-Leishmania em formas promastigotas, ambas a 200
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pg/mL. A fracdo ativa, eluida com MeOH (90%) apresentou um

rendimento de 32,6 mg de massa apos a SPE — C18.

4.6.

Refracionamento da FrAcOEt 5 em cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE)

A FrAcOEt 5 foi refracionada em cromatografia liquida de alta eficiéncia

em coluna de fase reversa C18. A analise do cromatograma obtido em A

220 e 254 nm, revelou a presenca de nove picos, sendo os picos I, IV e V

majoritarios (Figura 19). Para fins de biomonitoramente, foram coletadas

as diferentes fracbes e avaliadas quanto ao potencial antiparasitario.

Apenas pico V apresentou atividade e somente contra o Trypanosoma

cruzi, tendo sido escolhido para o estudo de desreplicacdo molecular.
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Figura 19: Perfil cromatogréafico da FrAcOEt 5 obtivo por CLAE em coluna C18 (ACE,
dimensfes 250 x 4,6 mm, 5 pm). Foi utilizado fluxo de 1 mL/min. Como solvente A foi
utilizado agua e como solvente B foi utilizado MeOH. O cromatograma foi obtido
utilizando o comprimento de onda de 220 e 254 nm.
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4.7. Desreplicacdo da FrAcOEt 5V por Ressonancia Magnética
Nuclear (*H-RMN)

A fracdo FrAcOEt 5V, a qual apresentou atividade anti-Trypanosoma
cruzi foi submetida a andlise em 'H-RMN (Anexo 03). Esta fracéo
apresentou sinais compativeis com a presenca de compostos aromaticos,
porém, devido ao seu grau de pureza néo ter atingido >95%, foi conduzida

para refracionamento.

4.8. Purificacdo da FrAcOEt 5V em CLAE

A Ultima etapa foi a purificacao da fracdo FrAcOEt 5V, utilizando CLAE e
uma coluna de fase reversa C4 (ACE, dimensfes 250 x 4,6 mm, 5 um). O
cromatograma obtido em A 220 e 254 nm revelou a presenca de seis
picos, sendo o pico V’ majoritario e ativo apenas em Trypanosoma cruzi

apo6s biomonitoramento (Figura 20).
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Figura 20: Perfil cromatogréfico da FrAcOEt 5V obtivo por CLAE em coluna C4 (ACE,
250x4,6 mm). Foi utilizado fluxo de 1 mL/min. Como solvente A foi utilizado agua e como
solvente B foi utilizado AcOEt. O cromatograma foi obtido utilizando o comprimento de
onda de A 220 e 254 nm.
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4.9.

Elucidacéo estrutural

A estrutura da substéancia isolada da fracéo acetato de etila da Tubastraea
tagusensis, até entdo identificada como FrAcEt 5V-V’ foi definida através
da andlise dos respectivos espectros de *H-RMN e *C-RMN utilizando
criosonda (Anexo 04 - 07), e CLAE acoplado a espectrometro de massas
de alta resolucdo (HPLC-HRMS) (Anexo 08). A partir desses dados, foi
possivel realizar a elucidagéo estrutural de um alcaloide indélico simples,
(Figura  21) chegando-se ao composto  6-bromo-2’-de-N-
metilaplisinopsina, sendo nomeado para fins de estudos antiparasitarios
de MRO1. Ao total, foram obtidos 0,6 mg do composto MRO1.

Figura 21: Estrutura do composto isolado MRO1 (6-bromo-2’-de-N-metillaplisinopsina)
da FrAcOEt da Tubastraea tagusensis. A elucidacéo estrutural foi determinada por RMN
e espectrometria de massas de alta resolucgéo.

Um esquema foi elaborado na forma de fluxograma e apresentado abaixo
(Figura 22) para resumir 0 processo de obtencéo do alcaloide 6-bromo-
2’-de-N-metillaplisinopsina.
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Figura 22: Fluxograma resumindo o processo de isolamento do alcaloide MRO1 (6-bromo-2’-de-

N-metillaplisinopsina). A : Extratos e fragGes ativas contra Leishmania infantum. ¢ :Extratos e
fracBes ativas contra Trypanosoma cruzi.
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4.10. Determinacéo in vitro da atividade antiparasitaria e concentracéao
efetiva 50% (CEso) do composto MR0O1

O composto MRO1 foi testado contra tripomastigotas e amastigotas
intracelulares de T. cruzi e apresentou atividade com uma CEso de 63 e 6
MM, respectivamente. O benznidazol foi utilizado como farmaco padréo e
apresentou uma CEso de 16 pM e 5 uM, respectivamente. A figura 23
mostra os macréfagos infectados com amastigotas de T. cruzi néo
tratados (A) e trados com o MRO1 na concentracao de 7,5 uM (B). Para
Leishmania (L.) infantum, o composto n&o apresentou atividade contra as
formas amastigotas intracelulares até a concentracdo maxima de 100 uM,
e desta forma, os estudos se mantiveram em Trypanosoma cruzi.

A citotoxicidade em células de mamifero foi analisada na linhagem de
fibroblastos NCTC clone 929 e utilizado o método colorimétrico do MTT
para avaliacdo da viabilidade celular. Os resultados mostraram que o
composto MRO1 ndo apresentou citotoxicidade até a concentracdo

maxima testada de 200 uM, conforme mostrado na Tabela 3.
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Figura 23: Macrégafos infectados com amastigotas de T. cruzi. A — macréfagos
infectados e nao tratados. B — macréfagos infectados e tratados com o composto MRO1
na concentracdo de 7,5 pM. Os macrdfagos foram infectados na concentracéo de 1:10
(macrofagos:amastigotas), por 48 horas. Apds esse periodo, as células foram fixadas e
coradas com Giemsa e observadas em microscopio Optico com objetiva de imersao
(100x).
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Tabela 3: Atividade anti-Trypanosoma cruzi e citotéxica do composto
MRO1.

CEso =DP (M) CEsoxDP (MM) CCso £DP (M)

Composto NCTC IS

Tripomastigotas  Amastigotas

MRO1 62,7 +8,1 57+272 >200 >35,1

benznidazol 16,2+ 3,7 53+0,3 > 200 >38,4

CCso: Concentracdo Citotoxica 50% em células NCTC; CEso: Concentragao Efetiva 50%
em tripomastigotas e amastigotas intracelulares de Trypanosoma cruzi; IS: Indice de
Seletividade, dado pela razéo entre CCso € CEso; DP: Desvio Padréo.

4.11. Determinacédo de parametros fisico-quimicos in silico

Uma vez observada a atividade contra T. cruzi, o composto MRO1 foi
analisado in silico quanto aos parametros fisico-quimicos, assim como
farmacocinéticos e farmacodindmicos, utilizando a plataforma online
SwissADME. As andlises foram realizadas com o objetivo de avaliar
caracteristicas do composto que se assemelham a farmacos aprovados,
perfil este, conhecido como drug-likeness. Os resultados detalhados das

propriedades ADMET estéo dispostos na Tabela 04.

O composto MRO1 apresentou peso molecular de 391 g/mol com um valor
de logP de 1,7, sendo considerado de moderada solubilidade em agua. A
solubilidade (Log S) resultou em um valor de -3,21 e o numero de ligacdes
rotativas foi de 1. A polaridade do MRO1 resultou em um valor de 74,48 A,
e a saturacao, dada pela fracao de carbonos sp3, apresentou um valor de
0,08.

Os parametros farmacocinéticos indicam que o composto apresenta uma
alta absorcdo gastrointestinal e ndo é permeavel a barreira
hematoencefalica. Parametros farmacodinamicos do MRO1 sugerem que
0 composto ndo é um substrato para a glicoproteina P, sendo um possivel
inibidor de duas enzimas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP2C9). A
avaliacdo in silico também demonstrou que o composto passou pelos

filtros para drug-likeness como Lipinski, Ghose, Egan e Muegge. Ele
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também mostrou um alerta para compostos de interferéncia (PAINS) e um

alerta no filtro Brenk.
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Tabela 4: Analise in silico dos parametros fisico-quimicos,
farmacocinéticos e farmacodindmicos do composto MRO1, obtido no
software SwissADME.

Parametros MRO1
Fracdo de carbono sp3 0,08
N° de bandas rotativas 1

N° de receptores de 2
hidrogénio
N° de doadores de 2
hidrogénio
Area de superficie 74,48
polar (A?)
Log P 1,73
Log S -3,21
Absorc¢ao gastro- elevada
intestinal
Permeabilidade da X
barreia hemato-

encefélica

Substrato de X
glicoproteina P

Inibidor CYP1A2
Inibidor CYP2C19
Inibidor CYP2C9
Inibidor CYP2D6
Inibidor CYP3A4
Lipinski
Ghose
Veber
Egan
Muegge
PAINS 1 alerta
Brenk 1 alerta
Caracteristica de lider v

Acessibilidade para 2,95
sintese

CRKIQ IS x> x|K1&

PAINS: compostos de interferéncia; CYP: citocromo P450; P-gp: glicoproteina P; TPSA:
area de superficie polar topoldgica. v Sim, x Nao.

Além disso, o radar de biodisponibilidade (Figura 24) gera uma avaliacdo
rapida do composto MRO1 em relacdo a semelhanca com farmacos
aprovados. Seis propriedades fisico-quimicas séo levadas em
consideracao: lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade,
flexibilidade e saturacéo. A area rosa representa a faixa ideal para cada

uma dessas propriedades.
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Figura 24: Radar de Biodisponibilidade do composto MRO1. A area rosa representa a
faixa ideal para cada propriedade. LIPO — lipofilicidade (-0,7 e +5,0); SIZE — tamanho
(150 e 500 g/mol); POLAR — polaridade (20 e 130A2); INSOLU — solubilidade (log S < 6);
INSATU — saturagéo (sp® = 0,25) FLEX — flexibilidade (< 9 ligagGes rotativas).

4.12. Determinacdo da concentracao efetiva 50% para estudos de

mecanismo de acao

Visando obter um valor aferido de CEso para periodos curtos de
incubacédo, com fins de estudos de mecanismo de acéo, tripomastigotas
foram tratados com o composto MRO1 por até 4 horas. Os resultados
mostraram que apdés 2h de tratamento, foi obtido um valor de CEso de 130
MM. Portanto, os estudos apresentados a seguir foram todos realizados

nesta concentracao de CEso.

4.13. Alteracbes na permeabilidade da membrana plasmatica de
tripomastigotas de T. cruzi

O corante Sytox Green foi usado para avaliar danos a integridade da
membrana plasmatica de tripomastigotas de T. cruzi. O tratamento com

MRO1 (130 pM) ndo mostrou alteracdo na permeabilidade da membrana
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plasmatica, com os niveis de fluorescéncia permanecendo semelhantes
aos dos parasitas ndo tratados, mesmo apds 2 horas de incubacao
(Figura 25). Triton X-100 foi usado como controle positivo, sendo
estatisticamente significativo (p <0,005) quando comparado ao grupo

controle (n&o tratado).
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Figura 25: Avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmética em tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi apés 2h de tratamento com MRO1 (130 uM), utilizando o fluoréforo
Sytox Green (excitacdo 485 nm e emissdo 535 nm). Parasitas néo tratados e tratados
com Triton X100 0,5% foram usados como controles negativo e positivo,
respectivamente. A fluorescéncia foi relatada como uma porcentagem para Triton X100
0,5% em 120 min (100%). *** p <0,0001 quando comparado ao controle ndo tratado.

4.14. Efeitos do potencial da membrana mitocondrial (AWm) em

tripomastigotas de T. cruzi

Alteragbes do potencial da membrana mitocondrial de tripomastigotas
foram verificadas por citometria de fluxo com o fluoroforo JC-1. Atraves
dos niveis de fluorescéncia detectados, foi observado potencial de
membrana mitocondrial basal no controle e despolarizagdo méxima obtida
com o controle positivo CCCP (Figura 26). O composto MRO1 induziu

uma despolarizacao significativa do potencial de membrana mitocondrial
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em tripomastigotas (p <0,05) quando comparado aos parasitas nao

tratados em 1 e 2 horas de incubacéao.
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Figura 26: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi apos 1 e 2 horas de tratamento com MRO1 (130 pM), utilizando o
fluoréforo JC-1 (excitacdo 488 nm e emissao 530/574 nm). Parasitas ndo tratados e
tratados com CCCP (100 pM) foram usados como controles negativo e positivo,
respectivamente. A fluorescéncia foi relatada como a razéo entre BL-2 (574 nm) e BL-1
(530 nm). ** p <0,05 quando comparado ao controle nédo tratado.

4.15. Determinacgao dos Niveis de ATP

Para a quantificacdo dos niveis de ATP de tripomastigotas de T. cruzi foi
utilizado um kit de determinacdo de ATP. Quando os tripomastigotas
foram tratados com o composto MRO1, houve uma reducéo significativa
na concentracdo de ATP (p <0,0001) apés 2 horas de tratamento quando
comparado com parasitas ndo tratados. O controle positivo de CCCP (100
pMM), um desacoplador de fosforilagdo oxidativa, foi usado para redugéo

nos niveis de ATP (Figura 27).
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Figura 27: Determinacdo dos niveis de ATP em tripomastigotas de T. cruzi ap6s 1 e 2
horas de tratamento com MRO1 (130 puM), utilizando o Kit de Determinacdo de ATP.
Parasitas ndo tratados e tratados com CCCP (100 uM) foram usados como controle
negativo e positivo, respectivamente. *** p <0,0001 em relagéo ao controle ndo tratado.

4.16. Determinacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A andlise dos niveis de ROS foi realizada com o fluor6foro H2DCFDA. O
composto MRO1 (130 pM) nao apresentou alteragdo nos niveis de
espécies reativas de oxigénio apdés 1 e 2 horas de tratamento, quando
comparado aos parasitas nao tratados. Em contraste, o controle positivo
(azida sédica 10 mM) aumentou a producéo de ROS (Figura 28).
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Figura 28: Avaliacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio tripomastigotas de T.
cruzi apés 1 e 2 horas de tratamento com MRO1 (130 pM), utilizando o fluoréforo
H2DCFDA (excitacdo 485 nm e emissdo 535 nm). Os parasitas ndo tratados e os
parasitas tratados com azida de s6dio (10 mM) foram usados como controles negativo e
positivo, respectivamente. ** p <0,05 quando comparado ao controle néao tratado.

4.17. Alteracdo dos Niveis de Célcio Intracelular (Ca?*)

As concentragdes citosolicas de Ca?* foram medidas em tripomastigotas
de T. cruzi usando o fluor6foro Fluo-4 AM. De acordo com os dados
apresentados na Figura 29, o tratamento com o composto MRO1, resultou
na reducdo nos niveis de célcio intracelular de tripomastigotas em até
duas horas de tratamento quando comparado ao controle ndo tratado. A
regulacdo positiva de Ca?* foi observada no controle positivo, Triton X-

100, em que houve um aumento significativo dos niveis de Ca?*.
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Figura 29: Avaliacédo dos niveis de célcio intracelular em tripomastigotas de T. cruzi em
até 2h de tratamento com MRO1 (130 pM), utilizando o fluoréforo Fluo-4 AM (excitagédo
485 nm e emissdo 535 nm). Parasitas ndo tratados e 0,5% tratados com Triton X100
foram usados como controles negativo e positivo, respectivamente. A fluorescéncia foi
relatada como uma porcentagem de parasitas ndo tratados em 0 min (100%). *** p
<0,0001 em relagéo ao controle. * p<0,05 em relagéo ao controle néo tratado.

4.18. Avaliagéo dos acidocalcisomas

Com o objetivo de investigar alteracées no pH de acidocalcisomas de
tripomastigotas de T. cruzi, foi utilizado o fluoréforo laranja de acridina. A
distribuicdo desse fluordforo na célula varia de acordo com o gradiente de
pH, com maior acimulo em ambientes acidos. O composto MRO1 induziu
uma intensificacdo da acidificacdo do pH dos acidocalcisomas apds uma
hora de tratamento, dado uma significativa (p<0.05) redug&o dos niveis
de fluorescéncia em relacdo ao grupo controle. Ap6s duas horas, foi
observado o reestabelecimento da homeostasia, com niveis de
fluorescéncia similares ao grupo controle. A nigericina foi utilizada como
controle positivo, onde foi observado aumento da fluorescéncia nos
primeiros minutos de incubacao (Figura 30), confirmando a alcalinizacao

da organela.
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Figura 30: Avaliacédo da alcalinizagédo de aciodocalcisomas em tripomastigotas de T. cruzi
apos 2h de tratamento com MRO1 (130 uM), utilizando o fluoréforo laranja de acridina
(excitagd@o 485 nm e emissédo 535 nm). Parasitas ndo tratados e tratados com nigericina
(4 uM) foram usados como controles negativo e positivo, respectivamente. A fluorescéncia
foi relatada como uma porcentagem de nigericina em 10 minutos (100%). * p < 0,05 e ***
p <0,0001 quando comparado ao controle nédo tratado.

4.19. Avaliacao do Perfil de Proteina por Espectrometria de Massas

Por meio de espectrometria de massas MALDI-TOF/MS, o perfil espectral
de proteinas dos tripomastigotas foi avaliado na presenca do composto
MRO1. Assim, tripomastigotas (1x107/pogo) foram incubadas por 18
horas, incluindo-se controles ndo tratados, como o farmaco padrédo
benznidazol (40 uM). Com base no espectro de massas, foi possivel
confirmar uma alteracdo no perfil proteico dos grupos tratados (MROL1 -
vermelho; BZN - azul) quando comparados aos tripomastigotas nao
tratados (Figura 31). Alteracbes espectrais significativas foram
observadas nos picos 4.590,997 m/z, 5.484,94 m/z; 6.130,859, com
diminuicdo das intensidades em relagédo ao controle ndo tratado, assim
como aumento da intensidade de outros picos (por exemplo 7.125,520
m/z). O farmaco benznidazol também foi analisado, demonstrando um
perfil diferente de alteracbes espectrais ao composto MRO1, podendo

indicar um mecanismo de agéao diferente.
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Figura 31: Avaliacao do perfil protéico de tripomastigotas de T. cruzi na presen¢a do composto MRO1. Espectro de massas de tripomastigotas tratados
com MROL1 (linhas vermelhas - 130 uM), tratados com benznidazol (linhas azuis - 40 uM) e ndo tratadas (linhas pretas). Os parasitas foram tratados
por 18 horas, e apos o tratamento, as amostras foram analisadas em MALDI-TOF/MS Microflex (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemanha). O perfil de
proteina dos parasitas tratados foi comparado com o perfil proteico dos parasitas néo tratados.
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5. Discussao

A doenca de Chagas é um grave problema de saude publica que afeta
mais de 7 milhdes de pessoas, dispondo de apenas um farmaco aprovado
no Brasil para seu tratamento. Porém, o benznidazol apresenta elevada
toxicidade e uma eficicia bastante reduzida, principalmente durante a
fase cronica da doenga, contribuindo para a descontinuidade do
tratamento. Em 2021, foi publicado um estudo (BENDITA), organizado
pelo DNDI, que teve como objetivo, avaliar a eficacia de doses menores
em tempos reduzidos de tratamento com o benznidazol. Atualmente, o
esquema posoldgico, para adultos, preconiza a dose de 5 mg/kg/dia por
60 dias (CONITEC, 2018). Como resultado, o estudo apresentou uma
eficacia de 89% na reducdo da parasitemia em até seis meses de
acompanhamento, quando administrado doses de 300 mg diérios por
duas semanas. Dessa forma, os efeitos adversos poderiam ser reduzidos,
melhorando a aderéncia dos pacientes ao tratamento (Torrico et al.,
2021). Ainda que satisfatorios, estes resultados ainda nao foram aplicados

na clinica médica do Brasil.

A pesquisa por novos farmacos para a doenca de Chagas continua uma
necessidade urgente. Segundo Newman e Cragg (2020), no periodo entre
1980 a 2019, apenas 20 novos antiparasitarios foram aprovados, e
nenhum para a doenca de Chagas. Dentre as fontes para a descoberta
de novos farmacos, pode-se destacar a busca em produtos naturais.
Compostos presentes em plantas, animais, organismos marinhos,
microrganismos de vida livre e simbiontes, tém se mostrado uma fonte
promissora para a descoberta de novas moléculas terapéuticas, com
diversas propriedades bioldgicas, incluindo antibacteriana,
antiprotozoaria, antimicobacteriana, antitumoral e antiviral (Martins et al.,
2016; Lazarin-Bidoia et al., 2022).

Em nosso trabalho, foi isolado do coral marinho, Tubastraea tagusensis,
um alcaloide indolico (MRO1) e investigou-se sua atividade contra

Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi. O ambiente marinho € um
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local Unico para a busca de novas moléculas, principalmente pelo fato de
existir uma forte competicdo pela sobrevivéncia e disputa por espaco.
Esse ambiente hostil, faz com que os organismos marinhos utilizem
metabdlitos exclusivos para defesa, ataque e sinalizacdo. Esses
metabdlitos, apresentam um grande potencial para novos prototipos
farmacéuticos (Bedi et al., 2022). Na clinica, os farmacos aprovados com
prototipos de origem marinha, incluem farmacos para o tratamento de
cancer, tratamento de dor neuropética e hipertrigliceridemia, e farmacos
antivirais porém, nenhum ainda aprovado para o tratamento de DTNs
(Torres et al., 2014).

Os corais da ordem Sclaractina, em destaque os da espécie Tubastraea,
sdo conhecidos por possuir metabdlitos envolvidos na defesa quimica
(Carpes et al., 2020). E conhecido que esses corais utilizem essas
estratégias para a disputa de espaco e colonizacao, principalmente contra
espécies endémicas de corais, como Mussismilia hispida e Siderastrea
stellata, causando danos nos tecidos e, consequentemente aumentando
a mortalidade dessas espécies nativas (Silva et al.,, 2022). Esses
metabdlitos também sdo eficazes na defesa contra predacao por peixes.
A producdo de metabdlitos, usados para a defesa quimica, € comum a
muitos invertebrados marinhos sésseis sendo uma resposta evolutiva as
desvantagens ecoldgicas de predadores (Lages et al., 2010; Carpes et al.,
2020; Guilherme da Silva et al., 2022).

No presente estudo, o composto alcaloide MRO1 demonstrou seletividade
contra formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, sendo esta
tltima, a forma intracelular de altissima relevancia clinica. A capacidade
de eliminar ambas as formas do parasita envolvidas na infeccdo humana,
€ de extrema importancia, uma vez que compostos com alvo apenas em
amastigotas intracelulares podem deixar os tripomastigotas infectantes na
circulacdo mantendo a infeccdo mesmo apos o tratamento (Chatelain,
2015).

Diferentes classes de compostos quimicos naturais de organismos

marinhos tém apresentado atividade antiprotozoaria, como diterpenos,
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acetogeninas, polifendis, esterois, terpenos, além de alcaloides. Muitos
exemplos de alcaloides indolicos, isolados de organismos marinhos e
terrestres, com atividade contra tripanosomatideos, vém sendo descritos
na literatura (Cockrsm e Smith, 2018; Tempone et al., 2021). Os alcaloides
inddlicos sdo uma classe de produtos naturais que possuem um nucleio
indol, esse nucleo € a chave de diversas moléculas bioativas (Cockram e
Smith, 2018). Dentre eles, o composto iotrochamida A, isolado da esponja
lotrochota sp., mostrou uma potente atividade tripanocida com um valor
de CEso de 4,7 pyM contra T. brucei (Feng et al., 2015). Um alcaloide
denominado B-carbolina, fascaplisina, isolado da esponja marinha
Hyrtios, demonstrou atividade contra T. b. rhodesiense com valores de
CEso de 0,63 pM (Kirsch et al., 2000). Do fracionamento do extrato de
acetato de etila da bactéria marinha Bacillus pumilus, trés alcaloides
inddlicos foram isolados, apresentando valores de CEso de 19 — 26 uM em
amastigotas de T. cruzi (Martinéz-Luis et al., 2012). Desta forma,
confirma-se que organismos marinhos sdo uma fonte extremamente
promissora de metabdlitos que podem servir de inspiracao para sintese
de novos farmacos (Shilabin et al., 2008; Tchokouaha Yamthe et al., 2017;
Alvarez-Bardon et al., 2020).

Em Drug Discovery, para qgue um composto seja considerado promissor,
deve apresentar seletividade, isto €, eliminar o patdbgeno em
concentracfes distintas daquelas que causam danos as células de
mamiferos. O composto MRO1 ndo apresentou citotoxicidade para
fibroblastos NCTC até a maior concentracdo testada. E importante
mencionar que a toxicidade em células de mamiferos tem sido um fator
limitante entre os compostos com atividade anti-T. cruzi isolados de
produtos naturais; novos prototipos devem apresentar baixa
citotoxicidade, uma vez que os farmacos utilizados na clinica apresentam
um namero significativo de efeitos adversos, podendo levar a
descontinuidade do tratamento (Wright et al., 2002; Kossuga et al., 2008;
Regalado et al., 2010; Gambino e Otero, 2022).
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Uma vez que a atividade contra o T. cruzi foi detectada, foram realizados
estudos in silico para avaliar parametros farmacocinéticos,
farmacodinamicos efisico-quimicos. Esses estudos devem ser realizados
no inicio da pesquisa, uma vez que 0s principais motivos para a falha de
candidatos em ensaios clinicos, relacionam-se a pouca aderéncia aos

perfis de farmacos aprovados (Tuntland et al, 2014).

Considerando o potencial do composto MRO1 contra o T. cruzi,
investigamos sua aderéncia aos parametros de drug-likeness utilizando a
plataforma online SwissADME. As andlises sugeriram que o MRO1
apresenta elevada absorcéo gastrointestinal e boa biodisponibilidade oral.
Esse parametro pode indicar se a administracdo do composto pode
ocorrer pela via oral, via esta, preferencial para novos farmacos, devido a
sua facilidade de administracdo e melhor adeséo do paciente (Katsuno et
al., 2015; Rodrigues et al., 2021).

A andlise fisico-quimica como Log P, que é definida pela relacédo entre a
concentracdo do composto na fase organica e na fase aquosa,
demonstrou valores ideias para Log P (1,73), além de outros parametros
associados a atividade como a polaridade (TPSA), massa molecular
(tamanho) e flexibilidade. Os valores ideais para Log P variam de -0,7 a
5,0, e valores mais altos impactam na baixa solubilidade em &gua. O
composto MRO1 apresentou baixo peso molecular de 319 g/mol, valor

inserido na faixa 6tima entre 150 e 500 g/mol (Rodrigues et al., 2021).

Para o parametro de flexibilidade, os compostos ndo devem exceder mais
de nove ligacdes rotativas (Daina et al., 2017) e o valor previsto para
MRO1 de 1, sendo um valor adequado para este modelo, segundo a
literatura. A polaridade do MRO1 resultou em 74,48 A, valor inserido na
faixa 6tima entre 20 e 130 A. A solubilidade (Log S) resultou em um valor
de -3,21; de acordo com o modelo ESOL o valor 6timo ndo deve ser
superior a 6. A saturacdo, que representa a fracdo de carbonos sp?
apresentou um valor de 0,08, porém este valor ndo estava de acordo com

o valor 6timo (= 0,25) descrito na literatura (Daina et al., 2017).
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Além disso, MRO1 n&o € permeavel através da barreira hematoencefalica;
essa capacidade € um parametro importante, uma vez que uma
concentracgao sistémica do composto poderia resultar em efeitos adversos
e toxicidade ao sistema nervoso central (Monteiro-Neto et al., 2020). No
entanto, 0s compostos que atuam como substratos da glicoproteina P (P-
gp) sdo impedidos de entrar no cérebro. A P-gp € uma proteina de
superficie, presente na membrana citoplasmatica, e € capaz de modular
o fluxo de xenobioticos através das barreiras celulares, contribuindo para
a expulséo de farmacos dos hepatocitos e taubulos renais para o espaco
luminal (Alavijeh et al, 2005; Szakéacs et al., 2008).

Outro parametro importante a ser avaliado é a interacdo das moléculas
com o citocromo P450 (CYP). Essa superfamilia de isoenzimas é um
elemento-chave na eliminacdo de compostos quimicos por meio da
biotransformacdo metabdlica. O CYP possui cinco isoformas principais
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) que, quando inibidas,
podem induzir efeitos adversos e toxicidade devido ao maior acimulo do
composto e seus metabolitos nas células (Szakacs et al., 2008; Daina et
al., 2017). A predicao in silico sugere que MR0O1 ndo é um substrato da
glicoproteina P, porém, que seja um possivel inibidor de duas enzimas do
citocromo P450.

A plataforma SwissADME também avalia a aderéncia a cinco diferentes
filtros de grandes empresas farmacéuticas, e tem como objetivo, a
selecdo de candidatos a farmacos com melhores perfis de seguranga. Um
dos filtros mais conhecidos é de Lipinski, conhecido como “regra dos
cinco”, amplamente usado para selecionar compostos lideres (Lipinsk et
al., 2001; Don e loset, 2013). O composto MRO1 foi aprovado em 100%
destes filtros (Lipinski - Pfizer, The Ghose - Amgen, Veber - GSK, Egan -
Pharmacia e Muegge - Bayer). Segundo os critérios do DNDi para a
selecdo de novos compostos lideres, 0 sucesso nos estudos in silico
permitem uma melhor avaliagdo durante a sele¢éo de novos candidatos
terapéuticos em Drug Discovery (Don e loset, 2013). No entanto, MRO1

mostrou um alerta para compostos de interferéncia, conhecido como pan-
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assay interference compounds (PAINS) e um alerta para o filtro de Brenk.
Cerca de 5% dos produtos naturais e farmacos sintéticos aprovados pelo
FDA contém subestruturas PAINS. Compostos PAINS podem reagir com
ensaios biolégicos podendo interferir nas analises, gerando resultados
falso-positivos (Baell, 2016). Porém, muitos destes compostos que
apresentam estas caracteristicasde PAINS, sdo avaliados apenas em
estudos enzimaticos (target-based), sendo reprovados assim que iniciam
os estudos fenotipicos. Segundo Gilbert (2013), os estudos fenotipicos
para selecdo de novos farmacos em protozoarios sao considerados 0s
mais promissores até o momento. Por ja se apresentarem como um filtro
de elevada dificuldade para a nova molécula, os estudos fenotipicos, e
principalmente os modelos intracelulares como do T. cruzi (amastigotas),
reduzem imensamente o niumero de possiveis candidatos, selecionando

apenas 0S mais promissores.

O entendimento do mecanismo de acdo (MoA) €& crucial para o
desenvolvimento de novos farmacos, podendo gerar informacdes para
melhoria na poténcia, e também possibilitando a exclusdo de possiveis
estruturas que possam gerar toxicidade (Davis, 2020). O mecanismo de
acao do composto MRO1 foi avaliado contra as formas tripomastigotas de

T. cruzi.

A membrana celular é essencial para a sobrevivéncia celular, conferindo
forma e sendo responsavel pelo transporte de nutrientes e ions entre o
ambiente extracelular e intracelular (Chen et al., 2007; Mucci et al., 2017).
A membrana celular do T. cruzi é formada por duas camadas de mucinas
glicosiladas e com glicoinositolfosfolipidios, glicoconjugados que
costumam estar ausentes em mamiferos, fazendo com que a membrana
celular do parasita seja um alvo promissor (Tiwari et al., 2018). No estudo
para avaliar de alteracbes da permeabilidade da membrana, foi utilizado
um marcador fluorescente, quando essa membrana plasméatica €
comprometida, o fluor6foro a penetra facilmente, sendo assim, o aumento
da fluorescéncia esta ligado a quantidade de fluoréforo que se liga aos

acidos nucleicos, estando diretamente relacionada ao aumento da
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permeabilidade celular (Johnson e Spence, 2010). A acdo do MRO1 na
membrana plasmatica dos tripomastigotas foi avaliada e o0 composto nao
alterou a permeabilidade da membrana do parasita. Desta forma, foi dado
continuidade a novos estudos para investigacao de organelas-alvo.

Uma organela importante a ser investigada € a mitocondria, por ser
responsavel pela producdo de energia da célula, envolvida no
crescimento, diferenciacdo, homeostase de célcio, resposta ao estresse,
assim como na morte celular. Além de apresentar um papel crucial na
sobrevivéncia do parasita, a mitocondria € um interessante alvo visto que
estd presente como uma organela Unica em tripanosomatideos,
diferenciando, assim, dos mamiferos que possuem milhares de
mitocéndrias em suas células (Menna-Barreto e de Castro, 2014). Neste
contexto, a busca por compostos que tenham como alvo terapéutico essa
organela vem sendo abordado como uma estratégia promissora para os
tripanosomatideos (Menna-Barreto e Castro, 2014; Sundar e Singh, 2018,
Brindha et al., 2021).

Como um primeiro experimento para analisar possiveis danos a
mitocondria, foi avaliado o potencial elétrico dessa organela. Para isso, foi
utilizado um marcador de potencial (JC-1) que se acumula na mitocondria.
Em baixas concentragdes, existe na forma de monémeros, emitindo uma
fluorescéncia verde, quando esse marcador esta em altas concentracoes,
se comporta na forma de agregados, emitindo uma fluorescéncia
vermelha. Dessa forma, quando a formagcdo de agregados aumenta
juntamente com o potencial da membrana mitocondrial, a despolarizagéo
pode ser analisada pela diminuicdo da razdo de fluorescéncia
vermelha/verde (Cossarizza et al., 1993; Johnson e Spence, 2010). Neste
trabalho, o composto MRO1 induziu uma despolarizacdo significativa do

potencial da membrana mitocondrial.

Uma alteracdo do potencial elétrico da membrana micotondrial, em
tripanosomatideos, pode resultar na morte celular (Smirlis et al., 2010). A
mitocOndria também esta envolvida na sintese de ATP através da

fosforilacdo oxidativa, e dessa forma, sua despolarizacdo pode resultar
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em colapso da cadeia respiratoria, alterando os niveis de ATP (Manzano
etal., 2011). O ATP € um mediador do sistema bioenergético, considerado
a fonte de energia mais importante para as células (Manzano et al., 2011,
Menna-Barreto e de Castro, 2014). Usando um ensaio de luminescéncia
com luciferina, investigamos os niveis de ATP em tripomastigotas de T.
cruzi. Uma diminuicdo significativa desses niveis foi detectada apos o
tratamento com MRO1. Essas alteracdes podem ser atribuidas aos danos
mitocondriais, uma vez que varia¢cdes no potencial de membrana dessa
organela podem alterar a permeabilidade dos protons, levando a falhas
na fosforilacdo oxidativa e consequentes danos ao metabolismo levando

a deficiéncia de energia e morte do parasita (Rajendran et al., 2016).

Durante a sintese de ATP na mitocdndria, as células produzem espécies
reativas de oxigénio (ROS) em baixas concentracdes. Caso ndo sejam
eliminadas, as ROS podem causar danos ao DNA, proteinas, lipidios e
levando a morte celular. Essas espécies reativas de oxigénio geradas pela
mitocbndria devem ser controladas, porém, em niveis basais, sdo
responsaveis pela regulacdo da autofagia, imunidade, crescimento e
diferenciacdo celular (Reczek e Chandel, 2015; Mittra et al., 2016).
Considerando o desbalanceamento mitocondrial e as variagdes de ATP
observados no presente estudo, foram analisados os niveis de ROS em
tripomastigotas tratados com o composto MRO1, porém, nenhuma
alteracdo foi observada quando comparados ao grupo controle néo
tratado. Niveis alterados de ROS podem resultar em estresse oxidativo,
levando o parasita a morte (Vazquez et al, 2017). Os dados do presente
estudo, sugerem que o sistema de detoxificagdo celular pode ter sido
suficiente para controlar um possivel aumento destes radicais, evitando

danos celulares.

Além do papel no metabolismo energético, as mitocondrias também
participam da sinalizacéo e da reserva de calcio (Ca?*). O Ca?* intracelular
€ essencial para a mobilidade celular, invasdo e saida da célula
hospedeira, diferenciacdo do parasita, osmorregulacdo, manutencéo do

citoesqueleto e regulacéo da morte celular programada. (Ramakrishnan e
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DoCampo, 2018; Scarpelli et al., 2020). Diversos canais de Ca?* na
membrana plasmatica, acidocalcisomas e canais de influxo e efluxo
presentes nas mitocondrias sdo descritos em Trypanosoma spp.. O Ca?*
também é encontrado em proteinas de ligagdo presentes na membrana
do flagelo (Docampo et al., 2015; Scarpelli et al., 2020). No presente
estudo, MRO1 levou a uma reducdo dos niveis de Ca?* em
tripomastigotas. Essa diminuicdo pode resultar em uma queda na
infectividade do T. cruzi e, também interferir na osmorregulacdo e
manutencao do parasita, levando a morte celular. Organelas acidas, como
endolisossomos e acidocalcisomas, também contribuem para as

oscilagGes dos niveis Ca?* (Scarpelli et al., 2020).

Em especial, acidocalcissomas sao organelas eletrodensas, delimitadas
por uma membrana e estdo presentes em todas as espécies. Esses
compartimentos acidicos sado o principal local de armazenamento de
fosforo (poli P), calcio e outros cations. Os acidocalcissomas também séo
responsaveis pela osmorregulacdo e manutencdo do pH intracelular,
sendo mantidos por duas bombas de prétons, pirofosfatase e ATPase
(Docampo e Moreno, 2011; Lander et al., 2016, Docampo, 2016). Em
nossos estudos, foi possivel observar uma intensificacdo da acidificacao
dessas organelas apdés o tratamento com MRO1, o que pode estar
relacionado a diminuicdo do calcio no citosol, possivelmente sequestrado

pelos acidocalcissomas.

Alteracdes protedmicas tém sido observadas em Trypanosoma cruzi apés
tratamento com compostos quimicos candidatos a farmacos (de Castro et
al., 2021). As proteinas sdo macromoléculas biolégicas constituidas por
uma ou mais cadeias de aminoacidos, estdo presentes em todos o0s seres
vivos e participam de todos os processos celulares, desempenhando
diversas func¢des nas células. Em tripanosomatideos, diversas proteinas
séo distribuidas ao longo do corpo celular, flagelo e bolsa flagelar do
parasita (Ferragut et al., 2021). As proteinas sdo necessarias para o
mecanismo de replicagdo, evasao e viruléncia, modulando a invaséo do

hospedeiro. Além disso, proteinas mitocondriais SGo necessarias para as
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vias respiratorias, oxidativas e biossintéticas (Maldonado et al., 2021; de
Castro Neto et al., 2021). No presente trabalho, investigamos o perfil
protéico de tripomastigotas tratados com MRO01, utilizando uma
ferramenta espectrométrica como o MALDI-TOF/MS. Estudos
denominados machine learning tem sido aplicados a tecnologia de
espectrometria de massas para avaliacdo do mecanismo de acdo de

farmacos (van Oosten e Klein, 2020).

Comparando com o grupo néo tratado (controle), foi possivel observar que
a incubacdo com MRO1, resultou em alteracfes significativas do perfil
espectral das proteinas do Trypanosoma cruzi apos 18 horas. Estas
alteracdes resultaram em significativas reducbes da intensidade de
diferentes proteinas. Os dados também indicaram que as alteracées no
grupo tratado com MRO1 foram bastante diferentes daquelas observadas
nos parasitas tratados com o farmaco benznidazol. Segundo van Oosten
e Klein (2020), estas diferencas entre os espectros de massas, podem
sugerir mecanismos de acao distintos entre os compostos estudados,
sendo esta, uma caracteristica importante para a descoberta de novos
candidatos a farmacos com acdes letais diferenciadas em relacdo ao

farmaco em uso clinico (benznidazol).

Os produtos naturais marinhos sdo opg¢des promissoras na busca por
novos candidatos para a descoberta de novas moléculas, oferecendo
novos prototipos quimicos para uma variedade de doencas humanas. No
presente estudo, a bioatividade do extrato AcOEt das colonias de
Tubastraea tagusensis proporcionou o isolamento de um alcaloide
inddlico (MR0O1). O alcaloide isolado apresentou ndo somente poténcia,
mas acima de tudo, uma elevada seletividade para o parasita, tendo
atividade anti-Trypanosoma cruzi contra ambas as formas. Os estudos de
mecanismo de acdo demonstraram que o MRO1l induziu acdo letal
irreversivel, gerando um disturbio bioenergético. Por fim, os estudos in
silico sugeriram que o MR0O1 é um composto promissor, aderindo a
diversas caracteristicas drug-likeness desejadas de farmacos ja

aprovados. Dessa forma, podemos afirmar que o alcaloide MRO1 € um
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candidato promissor, podendo ser utilizado em futuros estudos de
otimizacdo como prototipo para sintese de novos derivados contra o

Trypanosoma cruzi.
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6. Conclusdes

o
1

Foi observada a atividade antiparasitaria inédita do extrato AcOEt das
colénias do coral Tubastraea tagusensis.

O fracionamento biomonitorado do extrato AcOEt resultou no
isolamento de um alcaloide indolico (MRO1), o qual foi quimicamente
elucidado por técnicas espectrométricas e espectroscopicas.

O composto apresentou atividade inédita contra o Trypanosoma cruzi,
sendo tripanocida para ambas as formas do parasita.

O alcaloide isolado MRO1 n&o apresentou citotoxicidade contra uma
linhagem celular de mamifero na concentracdo maxima testada.

O mecanismo de acdo do composto MR1 em Trypanosoma cruzi
resulta na despolarizagcdo do potencial de membrana mitocondrial,
com reducéo dos niveis de ATP, levando o parasita a morte.

Foi observada ainda uma acidificacdo dos acidocalcisomas, com
diminuicéo dos niveis de Ca?* citosélicos.

O tratamento dos tripomatigotas com MRO1 resultou em altera¢des do
espectro de massas de proteinas do parasita, sendo estas, distintas
daquelas observadas no tratamento com o farmaco benznidazol,
sugerindo um mecanismo de acéao diferenciado.

Os estudos in silico, sugeriram que o MRO1 é um composto promissor,
aderindo a varias caracteristicas denominadas “drug-likeness”,
podendo ser utilizado em futuros estudos de otimizacdo molecular

para o desenvolvimento de novos farmacos contra o T. cruzi.
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Anexo 01: Espectro de ressonancia magnética nuclear (*H RMN) da FrAcOEt operado a 500 e 125 MHz no equipamento Varian INOVA 500. A aliquota foi
dissolvida em metanol deuterado.
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Anexo 02: Espectro de ressonancia magnética nuclear (*H RMN) da FrAcOEt operado a 500 e 125 MHz no equipamento Varian INOVA 500. A aliquota foi

dissolvida em metanol deuterado.
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Anexo 03: Espectro de ressonancia magnética nuclear *H da FrAcOEt 5V. Operado a 500 e 125 MHz no equipamento Varian INOVA 500. A aliquota foi

dissolvida em metanol deuterado.
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Anexo 04: Espectro de ressonancia magnética nuclear 13C da FrAcOEt 5V.
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Anexo 05: Espectro de 13C NMR (espectro completo acima e ampliado abaixo) do 6-bromo-2’-

de-N-metilaplisinopsina- MRO1 (8, CDsOD, 150 MHz).
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Anexo 06: Espectro NMR HSQC do compostos 6-bromo-2°-de-N-metilaplisinopsina- MR0O1
(6, CD30D, 600 e 150 MHz)

Rar$DRa12096.38136.7.ser
HMBCLPND

|
‘
E f10
. 20
b 1
k30
' Fao
’ F50
" 60
: L
! 70
F8o0
) F90
! |! F 100
F110

f1 (ppm)

i F120
a F130
F140

|

)

‘ t150
I t160
1 170
: L 180
t190

200

Anexo 07: Espectro NMR HMBC do compostos 6-bromo-2"-de-N-metilaplisinopsina- MRO1 (0,
CD30D, 600 e 150 MHz)
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Anexo 08: Espectrometria de massas do composto MRO1. A partir desse resultado, foi
possivel realizar a elucidacao estrutural do composto, agora identificado como 6-bromo-
2’-de-N-methylaplysinopsin. O sinal majoritario na faixa de 319 m/z indica a presenga do

composto.



Anexo 09: Aprovacgdo do Comité de Etica Animal

v d

GOVERNO DO ESTADO DE SAQ PAULO
[ 1 EiEERE SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
1 I_J‘ 1! COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS

: d INSTITUTO ADOLFO LUTZ
AL 1L COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS CEUAJAL
CEUA-IAL

ANEXO E
Sao Paulo, 27 de setembtro de 2018.

Protocolo 05/2018.
Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL)

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Selegdo e Otimizacdo de Novos
Candidatos a Farmacos para Leishmaniose e Doenga de Chagas”, sob a
responsabilidade da Dr. André Gustavo Tempone Cardoso, funcionario do Laboratério de
Toxinologia Aplicada a Farmacos Antiparasitanos do Centro de Parasitologia e Micologia do
Instituto Adolfo Lutz - Central, que envoive a produgio, manutencdo efou a utilizacdo de
animais pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, com o decreto n® 6.889, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo (CONCEA). Este Projeto foi
APROVADO pela Comissao de Efica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-
IAL) na 82a reunido realizada em 25/09/2018.

Informamos que devem ser encaminhados relatérios ANUAIS a CEUA-IAL, ne intuito
de acompanhammes os procedimentos realizados segundo os aspectos élicos e sanitarios,
os quais permitirdc a elaboragdc de relatérios anuais por esta CEUA-IAL, que sio
encaminhades ac Consetho Nacional de Controle de Experimentag@o Animal (CONCEA),
conforme a Lei n® 11,794, de 8 de outubro de 2008.

| Vigéncia do Projeto | 01/10/2018 a 01/10/2021 ]
Espécie Camundongos isogénicos
Linhagem ‘Balb/c
|_/N® de animais 112
Idade 30 dias - recém desmamados
Peso 20a25¢gr
Sexo 56 fémeas e 58 machos
Origem Biotério do Instituto Adolfo Lutz
RAF/raf Endarego: Avenica Doutor Amaldo, n* 351 - 11° Andar — Salas 1102

Pacaembu - Sio Paulo ~ SP — CEP: 01246000
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceuaglial sp.gov.br



GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS

INSTITUTO ADOLFO LUTZ
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS CEUA-IAL
CEUA-IAL
| Vigéncia do Projeto | 01/10/2018 a 01/10/2021
Espécie Hamster
Linhagem Dourado
N°® de animais 30
Idade 30 dias - recém desmamados
Peso 60 gr
Sexo 30 machos
Origem Biotério do Instituto Adolfo Lutz

Atenciosamente,

[

T\ -
- Apios F
Uso de Animais (CEUA-IAL)
Instituto Adolfo Lutz

RAF/raf Enderego: Avenida Doutor Amaldo, n* 351 - 11° Andar — Salas 1102
Pacaembu - S&0 Paulo - SP ~ CEP- 01245-000
Tel (11) 3068-2687 — e-mail: ceuaflial sp.gov.br



