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RESUMO

GALVAO, Bérbara Verena Dias. Avaliacdo da eficicia e seguranca de produtos naturais e
sintéticos ativos sobre o Trypanosoma cruzi. 2022. 118 f. Dissertacao (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Mais de 110 anos ap6s a descoberta da Doenga de Chagas (DC), apenas dois derivados
nitro-heterociclicos, associados a eficacia parcial e efeitos adversos, estdo disponiveis para o
tratamento de cerca de 7 milhdes de infectados, sobretudo na América Latina. Considerando a
importancia da bioprospecc¢ao e do desenvolvimento racional de farmacos na busca por novas
alternativas terap€uticas mais seletivas, este trabalho investigou, através de métodos in silico e
in vitro, a eficacia e seguranca de produtos naturais ¢ de sintese com potencial aplicagdo no
controle da infecdo parasitaria por Trypanosoma cruzi. Os produtos naturais consistiram em um
extrato hidrometanolico das folhas de Plinia cauliflora (HME), conhecida como jabuticabeira,
e seus constituintes fenolicos mais abundantes, e os sintéticos, foram dois novos derivados 3-
nitro-1,2,4-triaz6licos, PCBN 009/17 ¢ PCBN 012/17. A caracterizagdo metaboldomica do
extrato foi realizada por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas. Analises in silico preliminares de propriedades farmacocinéticas e de toxicidade
(ADMET) foram conduzidas nas plataformas LAZAR, pkCSM e SwissADME.
Posteriormente, a mutagenicidade e genotoxicidade foi investigada pelo Teste de Ames e ensaio
do micronucleo, em paralelo a determinacgao de citotoxicidade em células hepaticas HepG2 e F
C3H pelos ensaios WST-1 e LDH. A atividade tripanocida in vitro foi avaliada sobre formas
tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi. Um total de 14 compostos fenolicos foram identificados
em HME, majoritariamente flavonoides. As predi¢cdes in silico para os compostos mais
abundantes, (+)- catequina, acido digalico e hesperidina, indicam um perfil de druglikeness
moderadamente vidvel e de baixa toxicidade. Nos ensaios in vitro, HME nao produziu mutagdes
pontuais no modelo procarioto, nem aumento da frequéncia de micronucleos. Contudo, exibiu
efeitos citostaticos, reduzindo indices de divisdo nuclear de HepG2. Complementarmente,
HME apresentou citotoxicidade tempo e dose-dependente em ambas as linhagens, promovendo
morte celular através de danos a membrana celular e mais evidentemente por disfuncao
mitocondrial, sendo F C3H, a linhagem mais sensivel. Em baixas concentragdes, HME inibiu
tripomastigotas sanguineos, gerando respostas dose-dependentes apds 2 e 24 horas de
exposicao. Em continuidade, as andlises in silico dos derivados nitrotriazolicos, indicaram
alertas estruturais de toxicidade para ambas as moléculas, que foram preditas como
hepatotoxicas e como substratos das enzimas CYP450 relacionadas as interagdes
medicamentosas. Além disso, os derivados foram preditos como mutagénicos, em concordancia
com resultados in vitro, em que induziram mutagdes por substituicdo de pares de bases e
deslocamento do quadro de leitura. Entretanto, a mutagenicidade e funcdo da ativacdo
metabolica foram influenciadas pelo tipo de substituinte, de forma que o PCBN 012/17 foi
mutagénico apenas na maior concentragdo avaliada. Os derivados induziram principalmente
citotoxicidade associada a danos a membrana celular, em concentracdes superiores as suas
concentragdes tripanocidas descritas anteriormente. Em sintese, apesar das evidéncias pontuais
de toxicidade, os produtos naturais e de sintese avaliados no presente estudo, especialmente
PCBN 012/17, podem ser empregados no desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais
acessiveis e seletivas para DC.

Palavras-chave: Nitrotriazoéis. Plinia cauliflora. Doenga de Chagas. Trypanosoma cruzi.

Mutagenicidade. Citotoxicidade.



ABSTRACT

GALVAO, Barbara Verena Dias. Efficacy and safety evaluation of natural and synthetic
products active on Trypanosoma cruzi. 2022. 118 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

More than 110 years after the discovery of Chagas Disease (CD), only two nitro-
heterocyclic derivatives, associated with partial efficacy and adverse effects, are available for
the treatment of approximately 7 million infected people, mainly in Latin America. Considering
the importance of bioprospection and rational drug design in the search for more selective
therapeutic alternatives, this work investigated, using in silico and in vitro methods, the efficacy
and safety of natural and synthetic products with potential application in the control of the
parasitic infection by Trypanosoma cruzi. The natural products consisted of a hydromethanolic
extract of the leaves of Plinia cauliflora (HME), known as jabuticabeira, and its most abundant
phenolic constituents, and the synthetic ones were two new 3-nitro-1,2,4-triazole derivatives,
PCBN 009/17 and PCBN 012/17. The metabolomic characterization of the extract was
performed by ultra-efficiency liquid chromatography coupled with mass spectrometry.
Preliminary in silico analyzes of pharmacokinetic and toxicity (ADMET) properties were
conducted on the LAZAR, pkCSM and SwissADME platforms. Subsequently, mutagenicity
and genotoxicity were investigated by Ames test and micronucleus assay, in parallel with the
determination of cytotoxicity in HepG2 and F C3H liver cells by WST-1 and LDH assays. The
in vitro trypanocidal activity was evaluated on trypomastigote forms of the Y strain of 7. cruzi.
A total of 14 phenolic compounds were identified in HME, mostly flavonoids. In silico
predictions for the most abundant compounds, (+)-catechin, digallic acid, and hesperidin,
indicated a moderately viable druglikeness profile with low toxicity. In in vitro assays, HME
did not produce point mutations in the prokaryotic model, nor an increase in the frequency of
micronuclei. However, it exhibited cytostatic effects, reducing nuclear division rates of HepG2.
In addition, HME showed time- and dose-dependent cytotoxicity in both strains, promoting cell
death through cell membrane damage and more evidently through mitochondrial dysfunction,
with F C3H being the most sensitive line. At low concentrations, HME inhibited blood
trypomastigotes, generating dose-dependent responses after 2 and 24 hours of exposure. In
silico analyzes of the nitrotriazole derivatives indicated structural toxicity alerts for both
molecules, which were predicted as hepatotoxic and as substrates of CYP450 enzymes related
to drug-drug interactions. Furthermore, the derivatives were predicted to be mutagenic, in
agreement with in vitro results, in which they induced base-pair substitution and frameshift
mutations. However, the mutagenicity and function of metabolic activation were influenced by
the type of substituent, since PCBN 012/17 was mutagenic only at the highest concentration
evaluated. The derivatives mainly induced cytotoxicity associated with cell membrane damage,
at concentrations higher than their previously described trypanocidal concentrations. In
summary, despite the occasional evidence of toxicity, the natural and synthetic products
evaluated in this study, especially PCBN 012/17, can be used in the development of more
accessible and selective therapeutic alternatives for CD.

Keywords: Nitrotriazoles. Plinia cauliflora. Chagas Disease. Trypanosoma cruzi.

Mutagenicity. Cytotoxicity.
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INTRODUCAO

Doengas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um grupo de doengas transmissiveis que
afetam principalmente regides em desenvolvimento da América Latina, Africa, Asia e Oceania
(CASULLLI, 2021). Ainda que a Organiza¢cdo Mundial de Saade (WHO, 2010, 2021) estime
que a cada ano mais de 1,7 bilhdao de pessoas necessitam de intervencdes para pelo menos uma
DTN, essas enfermidades sdao escondidas e silenciadas, por se concentrarem em areas rurais
remotas ou periferias, onde os individuos infectados ou em risco de infec¢do tém pouca voz
politica. Embora seja clara a necessidade de prevengdo e tratamento, a pobreza é um fator
limitante do acesso as intervengdes e servicos necessarios para promové-los, e determina
também que as DTN ndo sejam alvo de grandes investimentos da indudstria farmacéutica para o
desenvolvimento de novos produtos, visto o potencial restrito de exploracao economica deste
publico (WHO, 2010, 2017, 2021).

As consequéncias sdo onerosas, ndo apenas pelo elevado custo social incidente sobre
uma parcela da forca de trabalho, sobretudo aquela dedicada a produgdo agricola, mas também
pelas despesas geradas aos sistemas publicos de satde, por periodos de tratamento e/ou
internacao prolongados (SILVA, 2020). Diante disso, a WHO recomenda cinco intervengdes
estratégicas principais para enfrentar as DTN: boas condi¢des de dgua, saneamento e higiene;
saude publica veterinaria; controle de vetores; gestdo de casos individuais; e quimioterapia
preventiva. Estratégias associando tratamento e quimioterapia preventiva obtiveram sucesso em
reduzir indicadores de diversas doencas parasitarias (CASULLI, 2021), porém foram menos
efetivas em outras, como a Doenca de Chagas (DC). Apesar dos esfor¢os progressivos, um
desafio para o controle da DC na América do Sul ¢ a disponibilidade de apenas dois farmacos,
associados 4 eficacia limitada e toxicidade (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Dada a importancia do combate as DTN como instrumento promotor do
desenvolvimento socioecondmico, avangos recentes em diversas frentes tém mudado
radicalmente as perspectivas de controle dessas doencas, incluindo agdes de grupos como a
Iniciativa Medicamentos para Doengas Negligenciadas (DNDI), que atuam para disponibilizar
melhores tratamentos para muitas destas doencas, estimulando investigagdes de eficacia e
seguranca de alternativas terapéuticas mais acessiveis, novas ou reposicionadas, que possam

ser administradas individualmente ou em combinacao (WHO, 2010; DNDI, 2020).
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Doenca de Chagas

Denominada em homenagem a seu descobridor, o cientista brasileiro Carlos Justiniano
Ribeiro Chagas, a DC ¢ causada pela infecgdo pelo protozoario 7rypanosoma cruzi (CHAGAS,
1908; 1909). Considerada a mais brasileira das DTN, sua descoberta representa um marco para
a ciéncia do pais e estd nas bases da medicina tropical, revelando que “as febres dos sertdoes”
estavam relacionadas ao clima, mas especialmente a condi¢des de pobreza (AZEVEDO, 2018).

Também conhecida como tripanossomiase americana, a DC ¢ endémica em 21 paises
da América Latina (Figura 1), onde ¢ a doenga parasitaria de maior mortalidade (DNDI, 2017),
e onde 70 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de infec¢do. Estimativas da WHO (WHO,
2020) e da Organizagdo Pan-Americana da Satde (PAHO, 2021) indicam que nas Américas, a
doenca apresenta uma incidéncia anual de 30.000 novos casos, 12.000 mortes ¢ 8.000 recém-

nascidos infectados (2021).

Figura 1 — Distribui¢do global dos casos de Doenca de Chagas, estimados em 2018
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Fonte: Adaptado de OMS, 2020; Avaria et al., 2021.

Além disso, a DC tem se propagado em paises ndo-endémicos como Canada, EUA,

Europa, Australia e Japao, devido a migragdo de individuos de areas endémicas, se tornando
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assim uma crescente preocupacao de saude publica global, que hoje soma mais de 7 milhdes de
infectados em todo o mundo (BONNEY, 2014; CASTILLO-RIQUELME, 2017). Em conjunto,
estes dados demonstram a importancia social da DC mais de 110 anos apods sua descoberta

(LANNES-VIEIRA, 2017).

1.1.1 Mecanismos de transmissdo

A DC pode ser transmitida por mecanismos primarios e secundarios. Os primarios
incluem vetor, transfusdo sanguinea, ingestdo de alimentos ou bebidas contaminadas,
transmissdo congénita e durante o parto. Os secundarios, menos frequentes, incluem acidentes
de laboratdrio, manuseio de animais infectados, ingestdo de carne crua de animais infectados,
transplantes de 6rgdos de doadores infectados, transmissdo sexual e, excepcionalmente, por
infec¢do induzida ou criminosa (COURA, 2015).

A transmissdo de maior importancia epidemioldgica ocorre através dos vetores, 0s
triatomineos popularmente conhecidos como “barbeiros”. Os principais géneros, Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius, estdio amplamente distribuidos na América Latina, em dareas
florestais e regides mais secas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Estes insetos hematofagos
se infectam ao ingerirem formas tripomastigotas presentes na corrente sanguinea do hospedeiro

vertebrado infectado com o parasito (DA LANA; TAFURI; BARTHOLOMEU, 2016).

1.1.2 Ciclo biol6gico

Em seu ciclo biologico (Figura 2), T. cruzi passa por alteragdes morfofisiologicas
determinantes para sua habilidade de proliferagdo e infectividade. Apds serem ingeridos, 0s
tripomastigotas que sobrevivem a decomposicdo no estdmago do inseto, se transformam em
epimastigotas no intestino médio posterior, onde iniciam sua replicacdo e colonizagdo. Na
ampola retal, estes se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, forma infectante aos
vertebrados, que ¢ eliminada nas fezes e urina (MELO; GUARNERI; SILBER, 2020). Neste

momento, pode ocorrer a transmissao vetorial durante o hematofagismo, quando o acimulo de
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sangue no sistema digestivo, estimula a eliminagdo de excrementos, que normalmente se

depositam na superficie da pele (MORETTL; MORTARA; SCHENKMAN, 2020).

Figura 2 — Ciclo biologico de T. cruzi no hospedeiro invertebrado e vertebrado
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Fonte: Adaptado de Moretti et al., 2019.

Os tripomastigotas metaciclicos contidos nos excrementos penetram ativamente na pele
por movimento ativo e liberacao de enzimas histoliticas (ONYEKWELU, 2019). As proteinas
de superficie do parasito auxiliam a sua adesdo e internaliza¢do em células proximas ao local
da picada, formando o vacuolo parasitoforo, que ¢ degradado em seguida. Intracelularmente,
ocorre a diferenciagdo em amastigotas, que se multiplicam por divisdo bindria, seguida da
diferenciagdo em tripomastigotas. A célula hospedeira repleta de parasitos se rompe, liberando
tripomastigotas que podem invadir células e tecidos adjacentes, ou atingir a corrente sanguinea,
para colonizar tecidos mais distantes, ou ainda, infectar outros triatomineos que venham a se

alimentar do hospedeiro infectado (DA LANA; TAFURI; BARTHOLOMEU, 2016).
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1.1.3 Manifestacoes clinicas

A DC apresenta duas formas ou fases clinicas: aguda e cronica. A forma aguda,
caracterizada pela alta parasitemia, quando sintomatica, dura cerca de dois meses apds a
infeccdo. Seus sinais e sintomas podem incluir: sinais de entrada do parasito, como erupcao
cutanea, noddulos inflamatdrios (chagoma de inoculacao), edema dos tecidos moles periorbitais
(sinal de Romania), febre, cefaleia, ndusea, diarreia ou vomito, ganglios linfaticos aumentados,
dificuldade para respirar, dores musculares, abdominais ou toracicas, entre outros. Pacientes
assintomaticos ou com sintomas leves nesta fase, raramente sdo diagnosticados e tratados
(BUCKNER; URBINA, 2012). Entretanto, o diagnostico precoce ¢ fundamental, visto que se
a infeccdo nao for tratada nesse momento, pode evoluir para a forma cronica (DA LANA;
TAFURI; BARTHOLOMEU, 2016; PAHO, 2021).

Na fase cronica, cerca de 70% dos infectados permanecem assintomaticos (forma
cronica indeterminada), enquanto 30% desenvolvem manifestacdes clinicas. Estima-se que 1/3
desenvolvera danos cardiacos, como cardiomiopatia, arritmia e aneurisma apical, que podem
culminar em insuficiéncia cardiaca e morte subita, causada pela destruicdo progressiva do
musculo cardiaco (PAHO, 2021). Menos de 10% dos pacientes apresentardo a forma digestiva
devido a desnervacdo do sistema nervoso entérico, que regula as funcdes motoras do trato
digestivo, resultando em disfagia e hipomotilidade, induzindo a dilatagdo de alguns o6rgaos

(megaes6fago e megacdlon), com consequente constipagdo massiva (LIDANI et al., 2019).

1.2 Tratamento etiologico atualmente disponivel para DC

A quimioterapia da DC associa o tratamento sintomatico e o etiologico, porém, este
ultimo permanece parcialmente ineficaz, tendo em vista as baixas taxas de cura na forma
cronica e a existéncia de cepas naturalmente resistentes (DA LANA; TAFURI;
BARTHOLOMEU, 2016). Atualmente, o tratamento etiologico se restringe a dois derivados
nitro-heterociclicos (Figura 3) introduzidos na década de 70, o nitrofurano Nifurtimox (NFX,
Lampit®, Bayer) e o 2-nitroimidazol Benznidazol (BZN, Rochagan®, Roche). Entretanto, o
NFX teve sua comercializacdo descontinuada no Brasil desde a década de 80 (COURA;

CASTRO, 2002), sendo atualmente recomendado apenas em casos especificos.



Figura 3 — Estruturas quimicas do Benznidazol e Nifurtimox
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Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2018), ambos sdo recomendados para casos
agudos, congénitos e reativagdo por imunossupressdo. Na forma cronica indeterminada ou
digestiva, ambos sdo recomendados para criangas e adolescentes, e para adultos abaixo de 50
anos, apenas o BZN ¢ recomendado. As fases iniciais da forma cronica cardiaca podem ser
tratadas apenas com BZN, caso ndo haja contraindicagdes; para a forma cronica cardiaca
avangada, nao ha recomendagoes de tratamento.

Frequentemente o tratamento ¢ interrompido por seu curso prolongado e efeitos
adversos (LIDANI et al., 2019), além de apresentarem baixas taxas de cura na forma cronica
(15 a2 30%), atuando principalmente como supressores de parasitemia, com maior acao sobre as
formas tripomastigotas sanguineas (BERN, 2011; FABBRO et al., 2007; RASSI, 1982). Para
alcancar concentracdes suficientes na circulagdo sistémica para inibir as formas intracelulares,
predominantes na forma cronica, seria necessario que as doses atingissem niveis toxicos que
ndo devem ser utilizados na clinica (IANNI; MADY, 1998). Além disso, ¢ importante que o
farmaco apresente um grau de lipofilicidade que lhe conceda facil difusdo entre as multiplas
membranas do hospedeiro para chegar ao parasito (FIELD et al., 2017).

O mecanismo de acdo dos compostos nitroaromaticos envolve sua ligacdo a um ou mais
alvos moleculares, apos serem enzimaticamente reduzidos, gerando metabdlitos reativos, que
induzem citotoxicidade através de mecanismos adicionais. Assim, NFX e BZN precisam ser
bioativados para exercerem sua fungdo, mediada em 7. cruzi por uma nitroredutase tipo [ (NRI).
Essa enzima € expressa em tripanossomas, mas ausente em mamiferos, o que confere
seletividade para o parasito (PATTERSON; WYLLIE, 2014).

No NFX, a NRI fragmenta os anéis heterociclicos, promovendo uma série de redugdes
de dois elétrons, produzindo um intermedidrio nitroso € uma hidroxilamina. A abertura
subsequente do anel furano com perda de dgua, leva a formagao de uma nitrila de cadeia aberta
insaturada. A NRI entdo reduz a ligagdo dupla carbono-carbono deste metabolito resultando em

uma nitrila de cadeia aberta saturada (PATTERSON; WYLLIE, 2014). O mecanismo destes
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metabolitos ainda ndo foi completamente elucidado, porém foi sugerido que a nitrila de cadeia
aberta insaturada pode reagir covalentemente com grupos sulfidrila de algumas biomoléculas,
inativando ou tornando residuos de cisteina inacessiveis, promovendo a morte celular do
parasito (AMSLINGER, 2010). Além disso, os metabolitos da hidroxilamina podem promover
quebra de acido desoxirribonucleico (DNA) e formagao de adutos (WILKINSON et al., 2011).

De forma similar, o BZN ¢ reduzido pela NRI, gerando um intermedidrio hidroxilamina,
mas apresenta especificidades quanto a abertura do seu anel. Uma série de reacdes nao-
enzimaticas leva a conversao da hidroxilamina em um 4,5-dihidro-4,5-dihidroxiimidazol, que
apds decomposi¢do, gera um produto glioxal (PANICUCCI; MCCLELLAND, 1989;
MCCLELLAND; PANICUCCI; RAUTH, 2002). Este, por sua vez, ¢ um dialdeido reativo
altamente toxico, que modifica proteinas, lipidios e 4cidos nucleicos (THORNALLEY, 2008).
No entanto, a producdo de glioxal ¢ extremamente lenta, o que sugere que sua producdo nao
seja o unico mecanismo citotoxico do BZN (PATTERSON; WYLLIE, 2014). Os mecanismos
de acdo do NFX e BZN estao resumidos na Figura 4.

Figura 4 — Mecanismo de agdo proposto para o NFX e o BZN
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Fonte: Adaptado de Patterson e Willie, 2014.

As espécies quimicamente ativas formadas nesse processo, consideradas radicais livres,
interagem com o DNA, proteinas, lipidios e outros componentes celulares (CORONEL et al.,
2017) do parasito e também do hospedeiro, de forma que esses mecanismos se relacionam tanto
a acdo terapéutica anti-7. cruzi quanto aos efeitos adversos desses farmacos. Deste modo, os
nitroderivados sdo comumente relacionados a toxicidade, em especial a mutagenicidade e
carcinogenicidade, por isso, 0 grupo nitro ¢ categorizado como um alerta estrutural ou um

toxicoforo (ASHBY; TENNANT, 1991; PLOSNIK; VRACKO; DOLENC, 2016).
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Em concordancia, BZN e NFX estao associados a altas frequéncias de eventos adversos,
de 53% e 85% respectivamente. A eficacia e tolerancia do BZN sdo inversamente proporcionais
aidade do paciente (STREIGER et al., 2004), visto que a atividade enzimatica de nitrorredugao
¢ mais baixa em criancas e jovens adultos (VIOTTI et al., 2009), levando a uma maior
frequéncia de eventos adversos em pacientes mais velhos (CANCADO, 2002). Com o uso de
BZN, destacam-se parestesias (10,3%), artralgias (8,1%), intolerancia gastrointestinal (13,3%),
neutropenia, além de efeitos dermatoldgicos como alopecia, dermatites e rash cutaneo.
Sintomas neurotoxicos, como a polineuropatia periférica, podem persistir por meses, tendo
importante impacto sobre funcionalidade e qualidade de vida dos pacientes. O NFX esta
relacionado a ocorréncia de intolerancia gastrointestinal (61%), eventos reumatologicos
(artralgias, 33%) e acometimento dermatologico (15%) (BRASIL, 2018).

BZN e NFX foram associados com aumento do risco de linfomas em animais e
demonstraram mutagenicidade in vitro em modelos como Teste de Ames, ensaio do cometa e
ensaio do micronucleo usando células de medula 6ssea de camundongo, eritrdcitos humanos e
de camundongo (FERREIRA; FERREIRA, 1986; NAGEL, 1987; BUSCHINI et al., 2009;
CABRERA et al., 2009; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2017; BRASIL, 2018).

Diante da eficacia limitada e toxicidade dos medicamentos disponiveis para o
tratamento da DC, urge a necessidade da busca por novas alternativas terapéuticas mais seguras,
eficazes e acessiveis, que possam ser administradas por periodos mais curtos (WHO, 2002),
aplicando estratégias como reposicionamento, combinacdo e desenvolvimento de novos

farmacos, além da bioprospec¢ao de produtos naturais (PN) (WHO, 2017).

1.3 Quimioterapia experimental

Diversas abordagens baseadas em alvos bioquimicos bem estabelecidos tém sido
empregadas na triagem de candidatos a fdrmacos tripanocidas, focando em vias e alvos de
potencial importancia para o 7. cruzi, como sitios de DNA do cinetoplasto (kDNA),
tripanotiona redutase, cisteina protease (cruzaina), transialidase, hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase, dihidrofolato redutase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, e
sobretudo, nitroredutases e enzimas da via de biossintese do ergosterol (SOEIRO; DE

CASTRO, 2009; URBINA, 2010; CHATELAIN, 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2017).
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1.3.1 Substratos de nitroredutases

As nitroredutases sdo flavoenzimas NAD(P)H-dependentes que catalisam a redugao de
grupos nitro de uma grande variedade de nitrocompostos. As NRI sdo expressas
majoritariamente em bactérias e algumas espécies de fungos. Contudo, alguns estudos
filogenéticos sugerem que protozoarios como Trypanosoma sp. € Leishmania sp. tenham
adquirido essa enzima por transferéncia lateral de genes (DE OLIVEIRA; HENRIQUES;
BONATTO, 2007). Por outro lado, ¢ a auséncia dessa enzima em humanos que a torna um alvo
de interesse para novos agentes tripanocidas.

Seu substrato, o grupo nitro, contém um atomo de nitrogénio ligado a dois atomos de
oxigénio. Este grupo € pequeno, polar, forte aceptor de elétrons e capaz de formar ligagdes de
hidrogénio (MEANWELL, 2011). Por sofrer reducdo enzimadtica, origina espécies reativas
responsaveis pelos efeitos bioldgicos da classe, de forma que muitos nitro-heterociclicos atuam
como pro-farmaco (PATTERSON; WYLLIE, 2014).

Os primeiros nitroaromaticos avaliados sobre 7. cruzi datam da década de 50, como a
nitrofurazona ¢ o derivado S5-nitroimidazdlico metronidazol (EVENS; NIEMEGEERS;
PACKCHANIAN, 1957; COSAR; JULOU, 1959; COSAR et al., 1966). Na ¢época da
descoberta do BZN (ANDRADE; FIGUEIRA, 1977; BARRAL NETO, 1981), um derivado da
mesma classe foi descoberto como um anti-protozoario de amplo espectro, o fexinidazol
(Figura 5), mas pouco tempo depois teve seu estudo descontinuado devido ao seu potencial
genotoxico (RAETHER; SEIDENATH, 1983). Contudo, anos depois, apoés uma triagem
promovida pela iniciativa DNDI (2008), o fexinidazol foi reconsiderado, e posteriormente
aprovado pela WHO (DEEKS, 2019) para tratamento da tripanossomiase africana, além de estar

em fase clinica Il para a DC (SALES JUNIOR et al., 2017).

Figura 5 — Estruturas dos substratos de nitroredutase associados a genotoxicidade
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A genotoxicidade também levou a interrup¢do do desenvolvimento de outro potente
derivado 5-nitroimidazolico, o megazol (Figura 5) (POLI et al., 2002; NESSLANY et al.,
2004), o que estimulou a producao de diversos andlogos com atividade anti-7. cruzi em baixas
concentragdes, que ndo promovem, ou induzem menos mutagenicidade que seu precursor
(MELLO et al., 2013; CARVALHO et al., 2014). Complementarmente, Boechat et al. (2015)
investigaram o efeito de diferentes substituintes na genotoxicidade de derivados 4 e 5-
nitroimidazolicos, concluindo que o grupo nitro nao € o tnico responsavel pela mutagenicidade

da classe, incentivando a progressao do desenvolvimento de moléculas contendo este grupo.

1.3.2 Inibidores da biossintese do ergosterol (IBEs)

Os esterdis sao uma classe de alcoois mono-hidroxilados, caracterizados pela presenca
de um nucleo tetraciclico, denominado ciclopentanoperidrofenantreno ou esterano (Figura 6).
Esta estrutura apresenta quatro anéis fusionados, sendo trés deles (A, B, C) compostos por 6

atomos de carbono, e um deles (D) por apenas 5 (DUPONT, 2005; GUPTA, 2019).

Figura 6 — Esterano, a estrutura base dos esterois, ao lado do colesterol e do ergosterol

Os esterois sao biomoléculas lipofilicas que compdem a membrana celular de animais,
plantas e microrganismos, modulando sua fluidez, integridade e permeabilidade seletiva, e
exercendo assim, uma funcdo essencial na divisdo ¢ manutengao celular (DUFOURC, 2008;
BOOTH; SMITH, 2020). A variedade significativa entre rotas biossintéticas de esterdis resulta
em uma diversidade na composi¢do lipidica entre reinos (BROWN, 1998). Nos mamiferos

predomina o colesterol (Figura 6), diferentemente de fungos e alguns protozoarios, como 7.
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cruzi e Leishmania sp., em que o ergosterol ¢ majoritario (WILLIAMS, B. L.; GOODWIN;
RYLEY, 1966, BARRETT-BEE; RYDER, 1992).

A auséncia deste esterol em hospedeiros mamiferos permite que as enzimas desta via
biossintética (Figura 7) sejam utilizadas como alvo de interesse no desenvolvimento de
farmacos com toxicidade seletiva para esses patdogenos (SUETH-SANTIAGO et al., 2015,
2017), como a Hidroxi-metil-glutaril-Coenzima A (HMG-CoA) redutase, alvo para estatinas;
Farnesil difosfato sintase, o alvo para bifosfonatos; Esqualeno sintase, que ¢ inibida por
derivados de quinuclidina; e a Esterol 14a-desmetilase (CYPS51), inibida pelos azobis

(LEPESHEVA; VIRUS; WATERMAN, 2003).

Figura 7 — Rota sintética resumida do ergosterol em 7. cruzi.
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1.3.3 Inibidores de CYP51

Outro alvo promissor ¢ a CYP51, uma enzima de alta druggability, que catalisa a
remocao oxidativa do grupo metil C14 do euburicol (Figura 7), pela redugdo e regeneracao do
ferro heme de seu sitio ativo, que induz uma transferéncia de elétrons ao substituinte C14,
formando o diidroburicol (BUCKNER; URBINA, 2012).

Os derivados azoélicos (Figura 8), seus principais inibidores, consistem em compostos
heterociclicos contendo um 4atomo de nitrogénio e um outro heterodtomo dispostos em um anel
de cinco atomos (GODOY NETTO; FREM; MAURO, 2008). O mecanismo dos azois se da
pela interag¢do do nitrogénio N-3 do imidazol ou N-4 do 1,2,4,-triazol com o ferro heme do sitio
catalitico da CYP51, bloqueando a ligagdo de seu substrato. A poténcia da classe ¢ ampliada
pela indugdo do acumulo de precursores toxicos de esterol metilado, que em adi¢do ao bloqueio
da biossintese de ergosterol, induz alteracdes deletérias na membrana celular, afetando sua
permeabilidade, um fator essencial para a viabilidade do parasito (LEPESHEVA; VILLALTA;
WATERMAN, 2011; BUCKNER; URBINA, 2012).

Figura 8 — Estrutura dos anéis azol, imidazol e 1H-1,2,4-triazol
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O cetoconazol foi um dos primeiros azdis avaliados quanto a sua atividade sobre T.
cruzi, exibindo atividade in vitro potente e seletiva, porém sem efeitos curativos em animais,
falha relacionada a inativagdo metabodlica sofrida pelos imidazodis oralmente administrados,
perdendo sua interagdo com o grupo heme (MCCABE, 1988; URBINA et al., 1993). Buscando
contornar esse fator, aprimorando poténcia e propriedades farmacocinéticas, foram
desenvolvidos derivados onde o nucleo imidazoélico foi substituido pelo 1,2,4-triazol, como

fluconazol, itraconazol, voriconazol, albaconazol e ravuconazol (

).
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Quadro 1 — Estruturas e concentragdes inibitorias dos principais IBEs sobre 7. cruzi.

Estrutura Derivado ICso CCso Referéncia

Cetoconazol 0,1 pM B 30 M 1.2
0,002 M -

Fluconazol ~ 8 uM M4 100 M 2.3

Itraconazol 0,001 uM T4 1M 2

Voriconazol 0,004 pM T4 30M 2

Albaconazol 0,01 uM B - 4
0,001 M -

Ravuconazol 0,1 uM -B) _
0,0001 pM -4

Posaconazol 0,014 pM ¥:B) -~ 6

0,00025 pM -A)

Derivado 0,035 uM ™4 298 uM 7
Posaconazol

Legenda: 1Cso: concentragdo inibitoria média; CCso: concentragdo citotoxica média; Tu: cepa Tulahuen; Y: cepa
Y; E: epimastigota; A: amastigota.
Fonte: ! URBINA et al., 1993; 2 BUCKNER, 2008; 3 BUCKNER et al., 1996;  URBINA et al., 2000; > URBINA
etal., 2003; * BENAIM et al., 2006; 7 CASTELO-BRANCO, 2015.

Com exceg¢do do fluconazol, os demais mostraram alta poténcia in vitro, inclusive sobre

amastigotas, prevalentes na infeccdo cronica (BUCKNER et al., 1996, BUCKNER, 2008),



24

entretanto, sem promover a cura em modelos in vivo (MCCABE, REMINGTON; ARAUJO,
1986; CAMPOS, et al., 1992; URBINA, et al., 2003; GUEDES et al., 2004; GULIN et al.,
2020). Um problema apresentado por alguns destes derivados, como o fluconazol, voriconazol
e albaconazol, ¢ a baixa lipofilicidade, que afeta a distribuigcdo e difusdo entre biomembranas,
um fator relevante para a acdo sobre as formas intracelulares (URBINA, 2010).

O posaconazol, ¢ um IBE de ultima geracdo com maior lipofilicidade, ativo no modelo
cronico in vivo, sendo o primeiro farmaco desenvolvido racionalmente a entrar em ensaios
clinicos para DC (MOLINA et al., 2000; 2014). No entanto, além de induzir o aumento de
marcadores de hepatotoxicidade em humanos, apresentou baixa eficacia quando comparado ao
BZN, falha relacionada a baixa biodisponibilidade oral e alta taxa de ligacdo a proteinas
plasmaticas (URBINA, 2015). Além disso, seu alto custo sintético, ¢ incompativel com os
principios da DNDI para desenvolvimento de farmacos acessiveis para doengas negligenciadas
(FRANCA et al., 2014; DNDI, 2008).

Visando aumentar a viabilidade sintética e biodisponibilidade oral do posaconazol, uma
série de derivados foi desenvolvida, incluindo grupos fenoxilas provenientes de fenois de baixo
custo que mimetizam o inicio de sua cadeia lateral (CASTELO-BRANCO, 2015). Em um deles
foi incluso o grupo bifenila (

), que confere rigidez e linearidade, um fator relevante para melhor acomodagao no sitio
ativo da CYP51, além de adicionar maior lipofilicidade a seus derivados (PAPADOPOULOU
et al.,, 2015a). Este foi mais seletivo e 100 vezes mais potente que o BZN em um modelo
intracelular em linhagem de fibroblastos de murinos (L929), contendo formas amastigotas e
tripomastigotas, destacando o papel da lipofilicidade na inibicdo da forma intracelular. Além
disso, ndo induziu mutagenicidade, mostrou hepatotoxicidade inferior ao BZN e promoveu

maior sobrevida dos animais e reducdo da carga parasitaria, apesar de ndo promover a cura.

1.3.4 Inibidores 3-nitro-1,2.4-triazdlicos

Um lead (prototipo) muito explorado por Papadopoulou et al. (2012, 2013; 2015a;
2015b; 2017) € o nucleo 3-nitro-1,2,4-triazol (NTZ), com base em evidéncias do papel do grupo
nitro na otimizagdo da atividade biologica de derivados azolicos. Muitos destes NTZ
demonstram atividade sobre amastigotas intracelulares em escala nanomolar, apresentando

indice de seletividade (IS) superior a 200. Além de serem substratos da Nitroredutase, os NTZ
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sdo inibidores de CYP51, sendo considerados farmacos multialvo, definidos como compostos
que modulam diferentes alvos relevantes para uma doenga, visando o aumento da eficicia e
seguranca (MORPHY; RANKOVIC, 2005). Alguns destes derivados foram avaliados em
ensaios de tratamento longo, levando a supressao da parasitemia, 100% de sobrevida e auséncia
de inflamag¢do do miocardio em doses menores que 0 BZN (PAPADOPOULOU et al., 2017).
O derivado PCBN 009/17 (1-([1,1'-bifenil]-4-il)-2-(3-nitro-1H-1,2,4-triazol-1-il)etan-1-
ona), que possui uma cetona ¢ uma bifenila adicionadas ao nucleo NTZ, se destacou nas
avaliacoes de Papadopoulou et al. (2015a), com ICso de 0,19 uM sobre amastigotas
intracelulares, sendo mais potente que seus analogos nitroimidazoélicos e triazolicos (Figura 9),

além de apresentar menor citotoxicidade e IS de 1164.

Figura 9 — Estrutura do derivado PCBN 009/17 e seus analogos (A e B)

Legenda: ICso: concentragdo inibitdria média; E: epimastigota; A: amastigota; Tu: Tulahuen; L6: células
hospedeiras de mioblastos de rato
Fonte: Papadopoulou et al., 2015a.

Uma linha similar vem sendo conduzida no Laboratério de Sintese de Farmacos da
Farmanguinhos (FIOCRUZ), onde o grupo da Dra. Nubia Boechat emprega modelos e
estratégias de desenvolvimento racional, para desenvolver novos analogos do megazol e do
BZN, com o objetivo de reduzir efeitos genotdxicos e citotoxicos, aprimorando sua atividade
anti-7. cruzi (BOECHAT et al., 2015; PITOMBEIRA, 2019). Através de uma rota sintética de
menor custo e complexidade, o grupo desenvolveu um analogo do PCBN 009/17 (MENOZZI,
2019), 0 PCBN 012/17, cuja estrutura esta protegida em razao do processo de pedido de patente
(Figura 10). Ambos foram planejados de modo a cumprir a regra dos cinco de Lipinski (2012),
que estabelece que a ma absorc¢ao ou permeacgdo de uma molécula ¢ mais provavel se ela atende
a dois ou mais dos seguintes critérios: mais de 5 doadores de ligagdes de hidrogénio (-NH—, —
OH); mais de 10 aceptores de liga¢do de hidrogénio (—N=, —O—); o peso molecular ¢ superior a

500 Da; e o valor do coeficiente de particao (Clog P) € superior a cinco.
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Figura 10 — Derivados PCBN 009/17 e PCBN 012/17

Legenda: MM, massa molar. CLogP, coeficiente de particdo calculado pelo SwissdADME
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction).

Os derivados foram avaliados em modelo intracelular da cepa Tulahuen de 7. cruzi em
células L929 (MENOZZI, 2019). O PCBN 009/17 apresentou resultados similares aos
observados por Papadopoulou et al. (2015a), enquanto que PCBN 012/17 foi mais que 4 mil
vezes mais ativo e mais que 3 mil vezes mais seletivo que o BZN. O PCBN 012/17 foi ainda
540 vezes mais ativo e mais que 4,5 mil vezes mais seletivo que seu precursor, mostrando que
suas modificagdes estruturais foram favoraveis a atividade anti-7. cruzi. Pelo IS superior a 50,
o PCBN 012/17 foi considerado apto para os testes in vivo. Entretanto, ¢ essencial que estes
compostos sejam avaliados em relagdo a sua mutagenicidade, visto que além de todas a
evidéncias acerca da genotoxicidade e carcinogenicidade associada aos nitrocompostos
(NEPALI; LEE; LIOU, 2019), um derivado 3-nitro-1,2,4-triazolico ja foi descrito como
mutagénico (PAPADOPOULOQU et al., 2013). Deste modo, ¢ importante avaliar o efeito que

estes substituintes apresentam sobre o potencial mutagénico destes derivados.

1.3.5 Produtos naturais com atividade tripanocida

Muitos farmacos atualmente disponiveis no mercado sao derivados de plantas e de seus
metabolitos secundarios, alguns deles quimicamente modificados para garantir maior poténcia
contra doengas ndo-infecciosas ou patogenos (SACCARO JUNIOR, 2012). As plantas sio uma
fonte de tratamentos alternativos de baixo custo para doencas negligenciadas, sendo a maldria,
um exemplo de sucesso do uso terapéutico de PN. A quinina (Cinchona sp.) e a artemisina
(Artemisia annua) deram origem a diversos derivados utilizados como antimalaricos

(FRANCA; FIGUEROA-VILLAR, 2008). Uma variedade de compostos da familia dos
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alcaloides apresenta sobre tripanossomatideos, em sua maioria fendis, terpenoides de quininos.
Todavia, até 0 momento nenhum deles pode ser considerado um candidato a farmaco promissor,
devido a dados in vivo limitados (NDJONKA et al., 2013).

Para DC, foram identificadas mais de 400 espécies pertencentes a mais de 100 familias
com agdo anti-7. cruzi (IZUMI et al., 2011), impulsionando esforcos para elucidar seus
mecanismos de agdo (APT, 2017). Alguns alcaloides do boldo (Peumos boldus) e
naftoquinonas extraidas de Calceolara sessilis atuam bloqueando a cadeia respiratoria do
parasito (MORELLO et al., 1994). Em um estudo enzimatico, uma proteina extraida das
sementes de Bahuinia bauhinioides mostrou potencial inibitério sobre a cruzipaina (DE
OLIVEIRA et al., 2001), mas nao chegou a ser avaliada experimentalmente sobre o parasito.
PN também atuam inibindo desidrogenases mitocondriais € a biossintese de esterdis de
membrana (VARELA et al., 2014). Além disso, outros inibem a resposta do parasito ao estresse
oxidativo pela producdo de radicais superoxidos (MAYA et al., 2007). Em avaliagdes in vivo
em roedores, 0os compostos isolados desoximicanolida (Mikania michanta), (+)-15-hidroxi-
labd-7-en-17-al (Aristeguietia glutinosa) e psilostaquina (Ambrosia tenuifolia) exibiram
aumento da sobrevida e reducdo da parasitemia in vivo (SULSEN et al., 2008; LAURELLA et
al., 2012; VARELA et al., 2014).

Espécies ricas em compostos fenolicos também foram avaliadas em 7. cruzi e
Leishmania sp. (CALIXTO JUNIOR et al., 2016; ANTWI et al., 2019). A familia Myrtaceae
inclui diversos membros ricos em polifendis com atividade antimicrobiana e antiparasitaria.
Extratos e 6leos essenciais das folhas das espécies Myrciaria dubia, Plinia cauliflora (Figura

11) e P. cerrocampanensis exibiram potencial inibitério sobre Plasmodium falciparum e L.

amazonensis (DURANT et al., 2014; CORREIA et al., 2016; DA SILVA et al., 2018).

Figura 11 — Arvore (A), frutos (B) e folhas (C) de Plinia cauliflora

Fonte: Adaptado de (A): <http://www.flora.avph.com.br/jabuticabeira.php>; (B) <https://bit.ly/2YbNIL;>; (C)
<https://www.flickr.com/photos/26147157@N03/5089554445>. Acesso em: 10 nov. 2021.
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P. cauliflora, anteriormente classificada como M. cauliflora (SOBRAL, 1985), ¢ uma
arvore frutifera popularmente conhecida como jabuticabeira, encontrada principalmente nas
regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste ¢ Sul do Brasil. Seu fruto, a jabuticaba, de grande
potencial comercial, € muito apreciado na industria de alimentos e bebidas (GASPAROTTO;
DE SOUZA; LIVERO, 2019). Entretanto, investigagdes etnofarmacoldgicas possibilitaram a
descoberta de substancias bioativas de interesse na fruta, casca do fruto e da arvore, € em suas
sementes, de forma que atualmente a espécie também ¢ empregada na produgdo de
fitoterapicos, nutracéuticos e cosméticos (WU; LONG; KENNELLY, 2013; NERI-NUMA et
al., 2018; INADA et al., 2020).

A jabuticabeira apresenta diversas aplicacdes etnomedicinais relacionadas ao seu
conteudo fendlico, que inclui substancias antioxidantes, anti-inflamatorias, antiproliferativas,
antimutagénicas, vasodilatadoras, hipoglicemiantes, cardioprotetoras, entre outras
(GASPAROTTO; DE SOUZA; LIVERO, 2019). Folhas, caules e cascas sao utilizadas, em
infusdes ou decocgdes, em afecgdes cutaneas (LORENZI, 1992) e ginecoldgicas (PAIVA et al.,
2017). Varias partes da planta, em especial suas folhas, sdo usadas no tratamento de infecg¢des
e inflamagdes respiratorias e gastrointestinais (CRUZ; KAPLAN, 2004; AGRA et al., 2008).
Por isso, uma propriedade das folhas muito estudada ¢ o potencial antibacteriano e antifingico
(SOUZA-MOREIRA et al., 2011; SOUZA-MOREIRA et al., 2013).

Por outro lado, um ponto ainda pouco explorado € seu potencial antiparasitario. Dadas
as evidéncias de sua atividade em Leishmania (DA SILVA et al., 2018), ¢ relevante que a acao
da folha de P. cauliflora seja alvo de estudo sobre outros protozoarios flagelados, como 7. cruzi,
tendo em vista a conservacao de certos alvos farmacologicos entre tripanossomatideos, e
também entre protozodrios e fungos (COWELL; WINZELER, 2019). Além disso, assim como
os compostos sintéticos, ¢ fundamental que os PN também sejam devidamente analisados em
ensaios toxicologicos, para garantir praticas seguras quanto ao seu uso e comercializagdo,

incluindo avaliag¢des de citotoxicidade e genotoxicidade (EKOR, 2014; PALOZI et al., 2020).

1.4 Aplicacio de ferramentas in silico na descoberta de fArmacos

Por um longo periodo da histéria, os medicamentos eram obtidos a partir de extratos
vegetais sem avaliagcdes ou validagdes adequadas, muitos deles sendo formados por misturas

complexas de compostos, dentre os quais, poucos eram responsaveis pela acdo fisiologica
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desejada. No século XIX, os avangos quimicos permitiram o fracionamento dos extratos,
isolamento e avaliagdo dos constituintes farmacologicamente ativos (HACKER, 2009). Durante
a primeira metade do século XX, os farmacos passaram a ser sintetizados a partir de
modificagdes de compostos naturalmente produzidos por plantas ou animais. Logo, a
observacdo de que moléculas sintéticas e naturais estruturalmente similares poderiam agir no
mesmo alvo farmacologico de formas diferentes, como agonistas ou antagonistas, deu origem
a percepcao de que alteragdes estruturais minimas poderiam modificar drasticamente
determinadas atividades farmacolodgicas (PROEKT; HEMMINGS, 2013), fortalecendo o
estudo da relacdo estrutura-atividade (SAR, do inglés structure-activity relationship).
Atualmente, o processo de descoberta de novos farmacos (drug discovery) pode aliar a
biodiversidade e a tecnologia farmaceéutica, seja a partir da prospecgdo por principios ativos em
PN, ou pela criacao de novos farmacos sintéticos, aplicando métodos de quimica combinatoria
e desenvolvimento racional de farmacos (ANTEL, 1999; MIGNANI et al., 2016; ZHANG et
al., 2020). Apesar dos inimeros métodos aplicaveis, o custo do desenvolvimento de um tinico
farmaco pode ultrapassar US$1,6 bilhdao (TUFTS, 2014), um valor muitas vezes usado para
justificar o alto preco de varios medicamentos e apoiar periodos mais longos de exclusividade
de venda (AVORN, 2015), questdes incompativeis com os principios da DNDI (2008), que
defende tratamentos acessiveis, disponiveis e adaptados as comunidades que os necessitam.
Do laboratério as farmacias, os candidatos a farmacos enfrentam uma grande série de
etapas, geralmente iniciada por uma triagem de alto rendimento em busca de uma substancia
ativa (hif) que possua atividade reproduzivel acima de um limite predefinido em algum ensaio
biologico (BUCKLE et al., 2013). As substancias ativas identificadas nesse processo raramente
sao comercializaveis e cerca de 80% sao abandonadas em algum ponto do seu desenvolvimento
(AVORN, 2015), por apresentarem baixa poténcia, seletividade ou afinidade pelo alvo, efeitos
colaterais e propriedades de ADMET (absor¢do, distribui¢do, metabolismo, excrecdo e
toxicidade) inadequadas (NOEL, 2013). H4 20 anos, estes problemas se relacionavam, a falha
em ensaios clinicos ou remogao do mercado de cerca de 50% dos potenciais compostos (KOLA;
LANDIS, 2004). Essa porcentagem foi reduzida apds a intensificagao da filtragem e otimizagao
de propriedades de ADMET durante estudos iniciais (HOU; WANG, 2008; MERLOT, 2010).
Todavia, os experimentos que avaliam esses parametros individualmente geram custos
e carga de trabalho incompativeis com as demandas de triagem e otimizacdo (CHENG et al.,
2012). Diante disso, a unido de estudos experimentais e computacionais ¢ uma alternativa mais

viavel para a identificacdo de leads (prototipos), que sdo substancias que satisfazem critérios
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minimos predefinidos para viabilizar futuras otimiza¢des de SAR (lead optimization) dos
compostos.

De modo geral, os leads demonstram SAR controlavel, além de atividade e seletividade
adequadas, confirmadas em um ensaio in vitro relevante (NOEL, 2013). Apds uma série de
otimizagdes e passagem por uma bateria de avaliagdo toxicoldgica em modelos alternativos e
animais, ¢ possivel chegar a um candidato a farmaco (drug candidate). Para avangar para
ensaios clinicos, este deve se ligar seletivamente ao sitio receptor do alvo promovendo uma
resposta funcional precisa, e apresentar biodisponibilidade e distribuicao adequada para induzir
as respostas desejadas em animais ¢ humanos.

Para facilitar esse caminho, existem diversas plataformas gratuitas para predigdo in
silico de propriedades farmacocinéticas e toxicidade baseada na estrutura quimica dos
compostos, como as plataformas LAZAR, pkCSM e SwissADME (MAUNZ et al., 2013; PIRES;
BLUNDELL; ASCHER, 2015; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

1.5 Estudos in vitro de mutagenicidade, genotoxicidade e citotoxicidade

1.5.1 Avaliacdo de mutagenicidade e genotoxicidade

A genética toxicologica ¢ a drea da Toxicologia que estuda agentes fisicos ou quimicos
(naturais ou sintéticos) que podem causar danos no material genético (GUPTA, 2016; JAIN;
BANDYOPADHYAY; SUNDAR, 2018). Quando amplificados pela divisdo celular, esses
danos podem gerar um grupo crescente de células disfuncionais em um 6rgao ou tecido. Em
células germinativas, esses danos estdo relacionados ao aborto espontaneo, infertilidade e
doencas genéticas hereditarias. Em células somadticas, estdo associados a condigcdes
degenerativas como envelhecimento precoce, disfun¢des imunes, doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas (OECD, 2015).

Outro importante processo patologico ligado a danos genéticos € a carcinogénese. Os
agentes genotoxicos podem causar mutagdes potencialmente cancerigenas no DNA,
especialmente se ocorrerem em proto-oncogenes, que controlam o ciclo celular, incluindo
processos como apoptose, inativacdo de genes supressores de tumor ou reparo do DNA

(JACKSON; BARTEK, 2009; NAKAD; SCHUMACHER, 2016; TURKEZ; ARSLAN;
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OZDEMIR, 2017). Logo, conhecer as propriedades mutagénicas e carcinogénicas ¢ uma etapa
fundamental na avaliagio de seguranca de produtos quimicos (PLOSNIK; VRACKO;
DOLENC, 2016). Por isso, a Organizagdo para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico
(OECD, 2015) preconiza uma série de ensaios internacionalmente validados, como o Teste de

Ames ¢ o ensaio do microntcleo (OECD, 2016, 2020).

1.5.1.1 Teste de Ames

O ensaio de mutagdo reversa bacteriana, conhecido como Teste de Ames ou
Salmonella/microssoma, € a técnica de triagem mais utilizada na identifica¢do de indutores de
mutagdes pontuais, com resultados de alta correlacdo qualitativa com avaliagdes de
carcinogenicidade em roedores (MCCANN et al., 1975). Aprimorado ao longo dos anos
(AMES, 1971; MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000), foi
internacionalmente padronizado e validado, e integra as diretrizes da OECD (2020), como o
teste inicial nas baterias de ensaios toxicoldgicos necessarios para o registro de medicamentos,
formulag¢des quimicas e moléculas em fase de desenvolvimento (ROUBICEK et al., 2021).

O principio do ensaio ¢ fundamentado pelo uso de linhagens de Salmonella enterica
sorovar Typhimurium' com mutagdes especificas no operon da histidina (his), que conferem
auxotrofia para este aminoacido. Desse modo, estas linhagens ndo formam colonias visiveis
em meio de cultura com tragos de histidina, a ndo ser que suas mutacdes sejam revertidas de
forma espontanea ou induzida por um agente mutagénico (MARON; AMES, 1983).

Na inexisténcia de dados sobre a mutagenicidade de um agente, as linhagens TA9S e
TA100, que detectam respectivamente, deslocamento do quadro de leitura e substituicdo de
pares de bases, geralmente sdo utilizadas em ensaios preliminares, sendo consideradas
linhagens essenciais nas avaliacdes (PRIVAL; ZEIGER, 1998; MORTELMANS; ZEIGER,
2000). A aplicagdo de TA98 e TA100 estd associada a alta sensitividade que apresentam,
baseada em evidéncias que indicam que o uso exclusivo dessas linhagens permite a deteccao
de até¢ 93% dos compostos mutagénicos (WILLIAMS et al., 2019) detectados coletivamente
pelas linhagens recomendadas pela diretriz 471 da OECD (2020).

! Salmonella typhimurium foi reclassificada para Salmonella enterica sorovar Typhimurium, cuja notagdo
cientifica é Salmonella Typhimurium ou S. Typhimurium (TINDALL et al., 2005).
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As linhagens também possuem mutagdes adicionais (Tabela 1) que aumentam sua
capacidade de deteccdo de agentes mutagénicos: a mutacdo uvrB, ¢ a dele¢do de um gene
envolvido no reparo de DNA por excisdao; a mutacao rfa, induz aumento de permeabilidade a
moléculas grandes, por alteragdes na cadeia lipopolissacaridica; € o plasmideo pKM101 contém

o gene mucAB que promove o aumento do reparo propenso a erro (MARON; AMES, 1983).

Tabela 1 — Caracteristicas genéticas das linhagens TA98 E TA100 de S. Typhimurium.

Linhagem Mutagao Especificidade AuvrB rfa pKM101
TA98 hisD3052 SBP + + +
TA100 hisG46 SPB; DQL + + +

Legenda: AuvrB, deleg¢do do gene uvrB; rfa, remogao parcial da cadeia lipopolissacaridica; DQL, deslocamento
do quadro de leitura; SPB, substitui¢ao de pares de bases.

Geralmente, carcindgenos genotdxicos sdo moléculas eletrofilicas altamente reativas
que interagem com o nucle6filos celulares mais vulneraveis, os dcidos nucleicos, bases de DNA
guanina, adenina, citosina, e timina, formando ligagdes covalentes. Estes agentes podem ser
eletrofilicos por si mesmos ou podem ser metabolizados por varios processos celulares em
intermediarios eletrofilicos reativos (PLO§NIK; VRACKO; DOLENC, 2016).

O Teste de Ames se baseia em um modelo procarioto, que difere das células de
mamiferos em fatores como absorcao, estrutura cromossdmica, processos de reparo de DNA, e
em especial, no metabolismo (OECD, 2020), considerando a auséncia de enzimas importantes
para a biotransformagdo de xenobioticos, processo capaz de determinar se um composto
metabolizado ¢ “desintoxicado” ou transformado em um metabolito toéxico (JIA; LIU, 2007;
ASHA; VIDYAVATHI, 2010). Em virtude destas diferencas metabolicas, a utilizacdo de um
sistema de metabolizagdo exdgena in vitro € essencial.

O sistema usado no Teste de Ames ¢ a fragdo S9, o sobrenadante de um homogenato de
figado de ratos Sprague-Dawley, que contém fragdes microssomais e citosolicas, combinando
enzimas de fase I e fase II e seus cofatores (PARMENTIER et al., 2007). Desta forma, além de
CYP450 e uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferases, a fragdo S9 também contém enzimas
citosolicas, como aldeido oxidase, xantina oxidase, sulfotransferases, metiltransferases, N-
acetiltransferases e glutationa transferases (HAYES, 1994). O sistema de oxidacao metabolica
baseado em CYP450 ¢ capaz de metabolizar um grande nimero de produtos quimicos em

formas eletrofilicas reativas (GUENGERICH, 2008). Por isso, para induzir a expressdo de
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enzimas CYP450 (MORTELMANS; ZEIGER, 2000), os animais sdo previamente tratados com
bifenil-policlorinato (Aroclor 1254).

1.5.1.2 Ensaio do micronucleo com bloqueio de citocinese in vitro

O ensaio do micronucleo (MN) in vitro, também recomendado pela OECD (2016),
identifica agentes que induzem a formacdo de MN expressos em células em divisdo que
apresentam quebras de cromossomos acéntricos e/ou inteiros que foram incapazes de migrar
aos polos mitoéticos e ficaram para tras durante a anafase, permanecendo fora dos nucleos filhos
(MANTOVANI et al., 2021). Este método pode detectar rupturas cromossdmicas estruturais
(causadas por agentes clastogénicos) e anomalias cromossOmicas numéricas ou perda

cromossOmica (por agentes aneugénicos), conforme ilustra a Figura 12.

Figura 12 — Formacao de micronticleos por agentes clastogénicos e aneugénicos

Leitura

Legenda: CtB, citocalasina B.
Fonte: A autora, 2019.

A contagem de MN ¢ conduzida nas células filhas da primeira divisdo. Para isso, o
método aplica um inibidor de polimerizacdo de actina, a citocalasina B (CtB), para bloquear a
citocinese (Figura 12). As células inibidas sdo facilmente reconhecidas por sua aparéncia
binucleada, permitindo a contabilizagdo. Além de danos ao DNA, esta técnica pode ser

empregada para avaliar a proliferacdo celular, medindo citostase e citotoxicidade. Os efeitos
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citostaticos sao medidos por meio da propor¢do de células mono-, bi- ¢ multinucleadas e a

citotoxicidade por meio de proporgdes de células necrédticas e/ou apoptoticas (FENECH, 2007).

1.5.2 Avaliacdo de citotoxicidade

A hipotese de que os xenobidticos exercem seus efeitos interagindo com fungdes
celulares basicas comuns as células animais sustenta a expectativa de que testes in vitro sejam
uteis na predicdo de toxicidade in vivo. Deste modo, a citotoxicidade ¢ definida como a
capacidade de um agente gerar uma lesdo com efeitos deletérios no metabolismo, estrutura e/ou
viabilidade das células (NOGACKA et al., 2019), podendo culminar na morte celular. As
células expostas a compostos toxicos podem responder através de diferentes mecanismos. Se o
dano ¢ letal, podem sofrer necrose, perdendo a integridade de sua membrana e morrendo
rapidamente, ou podem seguir outra via de morte celular, como apoptose ou autofagia. Se
expostas a danos subletais, podem parar ativamente seu crescimento e divisdao, levando a
diminui¢do na proliferagdo celular (JAIN; BANDYOPADHYAY; SUNDAR, 2018).

Tais respostas podem ser medidas pelo monitoramento de células inteiras ou
componentes subcelulares e organelas, utilizando métodos que avaliam o funcionamento de
alvos moleculares envolvidos em processos fisiologicos das células, através de indicadores de
viabilidade ou morte celular (ASLANTURK, 2018). Os pardmetros frequentemente
mensurados nesses ensaios incluem indugdo de peroxido, deplecao de glutationa, diminuigdo
de potencial de membrana mitocondrial e reducdo na viabilidade geral (ADAN; KIRAZ;
BARAN, 2016; THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2019).

A membrana plasmadtica pode ser considerada o primeiro meio de interagdo direta da
célula com o xenobidtico, onde este pode agir sobre o funcionamento de canais i6nicos ou
receptores, e sobre a integridade da bicamada fosfolipidica, afetando a troca de substancias e o
equilibrio entre o citoplasma e o meio extracelular, modificando o funcionamento normal das
células (VINKEN; BLAAUBOER, 2017; KUMAR, 2020). Um dos principais métodos pra
avaliar essas alteracoes ¢ a medigdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH), uma enzima
citoplasmatica marcadora de citotoxicidade e lise celular, por ser rapidamente liberada no meio
de cultura frente a alteragdo de permeabilidade ou danos na membrana (ROCHE, 2016),

conforme ilustra a Figura 13.
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Figura 13 — Principio do ensaio LDH para avaliagdo de danos na membrana celular
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Legenda: SR, sistema redutor; AE, acoplador de elétrons.

Fonte: A autora, 2021.

Esta técnica se baseia inicialmente na redu¢do do NAD" a NADH + H' pela oxidagdo
de lactato a piruvato catalisada pela LDH liberada no meio. Em seguida, dois hidrogénios sdo
transferidos de NADH + H' para o sal de tetrazolio amarelo INT (cloreto de 2-[4-iodofenil]-3-
[4-nitrofenil]-5-feniltetrazdlio) por um catalisador, gerando o cromogeno formazan vermelho
(ROCHE, 2016). Logo, um aumento no numero de células mortas ou com danos na membrana
plasmatica, resulta em um aumento da atividade enzimdatica da LDH no sobrenadante
evidenciado pela presenca de formazan, mensurada por espectrofotometria.

Outro parametro de citotoxicidade comumente avaliado, € o potencial redox, que avalia
indiretamente a atividade mitocondrial da cé€lula. Isso € possivel, pois muitas enzimas da cadeia
respiratdria mitocondrial sd3o sensiveis a acdo de xenobidticos, que podem comprometer a
producdo de energia para o funcionamento celular e, consequentemente, a viabilidade
(PRABST et al., 2017; VINKEN; BLAAUBOER, 2017). Esses eventos podem ser avaliados
pelo ensaio WST-1 (water soluble tetrazolium), uma otimizacao do ensaio MTT (brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio).

Ao contrario do MTT, o WST-1 (4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-
1,3-benzeno dissulfonato) ¢ um sal hidrossoltvel que elimina a necessidade de uma etapa de
solubilizacdo (ROCHE, 2021). Apesar dos principios similares, o ensaio WST-1 se diferencia
do LDH por ser reduzido por enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial (Figura 14), como
flavoproteinas ou desidrogenases, caracterizando esta reagdo como exclusiva de células
metabolicamente ativas (SLATER, 1959). Logo, a quantidade de produto gerado se relaciona

diretamente ao numero de células viaveis no meio (ALTMAN, 1974).
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Figura 14 — Principio do ensaio WST-1 para avaliacao da fun¢ao mitocondrial
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Legenda: SR: sistema redutor; AE: acoplador de elétrons.
Fonte: A autora, 2021.

Um fator relevante nos ensaios de toxicidade in vitro € a escolha das linhagens celulares,
uma vez que geralmente tais avaliagcdes requerem o uso de uma fonte exdgena de ativagao
metabolica a menos que as células sejam metabolicamente competentes no que diz respeito as
substancias-teste (OECD, 2016). Assim, para estabelecer sistemas in vitro confidveis que
prevejam com precisdo a toxicidade, ¢ necessario empregar modelos que possam reproduzir a
bioativacdo ou geracdo de metabdlitos reativos intermediarios potencialmente envolvidos no
mecanismo de toxicidade de um agente (VAN DEN HOF et al., 2014).

Um modelo muito empregado na avaliagdo de farmacos sdo os hepatocitos, visto que o
figado representa um alvo importante para a toxicidade sistémica, por sua fun¢do impar no
metabolismo de xenobioticos (VINKEN; HENGSTLER, 2018). Este 6rgao ¢ responsavel pela
producao de niveis relativamente altos de metabdlitos toxicos produzidos por enzimas de fase
I e II, como as enzimas do citocromo P450 (CYP450), Acetiltransferases, Nitroredutases e
Glutationa transferases (ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017). Entre estas, as
CYP450 protagonizam a biotransformacao de grande parte das substancias exdgenas, incluindo
70 a 80 % da metabolizagdo de medicamentos (ZANGER; SCHWARB, 2013).

Em vista disso, a linhagem de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) ¢ uma opg¢ao
acessivel e de facil cultivo, de consideravel valor preditivo (GERETS et al., 2009). O’Brien et
al. (2006) demonstraram que HepG2 foi capaz de detectar 90% dos farmacos hepatotoxicos
avaliados em uma triagem de alto conteudo. Por ter origem tumoral e ndo possuir capacidade
metabolica equivalente a hepatdcitos primarios, devido a baixos niveis de enzimas de fase |

(GERETS et al., 2012; WESTERINK; SCHOONEN, 2007), é conveniente que a avaliacdo com
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HepG2 seja complementada com o uso de uma linhagem nao-tumoral, como por exemplo, a
linhagem de fibroblastos de figado de camundongo F C3H (GALVAO et al., 2021).

Em sintese, a combinacdo de ferramentas in silico e in vitro para o estudo de
propriedades farmacocinéticas e toxicidade representa uma opg¢do rapida e viavel na
investigacdo de substincias bioativas, de origem natural ou de sintese, empregada como
alternativa a testes em modelos animais durante anos na triagem de candidatos a medicamentos
(VAN DEN HOF et al., 2014; OECD, 2015; VINKEN; HENGSTLER, 2018). Portanto, as
metodologias anteriormente descritas sdo ferramentas essenciais no processo de descoberta de
farmacos, fornecendo dados que podem ser aplicados para aprimorar ou ampliar as alternativas
farmacoldgicas, auxiliando o desenvolvimento de compostos mais eficazes, seguros e de menor

custo para o tratamento de doencas negligenciadas, como a DC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar, através de métodos in silico e in vitro, a eficacia e seguranca de PN e de

sintese com potencial aplicagdo no controle da infe¢do parasitaria por Trypanosoma cruzi,

visando a identificacdo de alternativas terapéuticas de maior seletividade no tratamento da

Doenga de Chagas.

2.2 Objetivos Especificos

Promover a caracterizacdo metabolomica do extrato hidrometanolico da folha de P.
cauliflora (HME);

Investigar propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicologicas dos
compostos mais abundantes do HME e de derivados nitrotriazélicos (NTZ) através de
modelos de predicao in silico;

Avaliar a mutagenicidade in vitro do HME e de derivados NTZ sobre cepas de
Salmonella Typhimurium, na presenca e auséncia de ativacao metabdlica exdgena;
Analisar o perfil de citotoxicidade in vitro do HME e de derivados NTZ sobre células
de hepatocarcinoma humano HepG2 e fibroblastos de figado de camundongo F C3H;
Investigar o potencial genotoxico in vitro do HME sobre células de hepatocarcinoma
humano HepG2;

Investigar a ag¢do fenotipica in vitro do HME sobre a forma tripomastigota sanguinea da

cepa Y de Trypanosoma cruzi.
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3 RESULTADOS

Os resultados desta dissertacao foram organizados em forma de capitulos, apresentando
duas propostas independentes desenvolvidas durante o mestrado, em concordancia com 0s
objetivos da dissertacao.

O item 3.1, focado no estudo de um produto natural, consiste em um artigo cientifico
elaborado na lingua inglesa, brevemente explicado em portugués. O estudo intitulado “Plinia
cauliflora (Mart.) Kausel (Jaboticaba) leaf extract: in vitro anti-Trypanosoma cruzi activity,
toxicity assessment and phenolic-targeted UPLC-MSE metabolomic analysis” foi publicado no
periddico “Journal of Ethnopharmacology” (fator de impacto: 4,360, Qualis A2) em 2021.
Neste artigo, investigamos a composicao fenolica, o perfil de toxicidade in vitro e in silico, e a
atividade anti-7. cruzi do extrato hidrometandlico enriquecido com fendlicos da folha de P.
cauliflora. Observamos que apesar de ndo apresentar potencial mutagénico nas cinco linhagens
de S. Typhimurium avaliadas, o extrato induziu efeitos citotdxicos e citostaticos sobre as
linhagens HepG2 e FC3H. Por outro lado, o extrato demonstrou atividade tripanocida in vitro
dose-dependente sobre formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi.

O item 3.2, focado no estudo de produtos sintéticos, consiste em uma proposta de artigo
cientifico, a ser submetido, intitulado “In vitro and in silico study of mutagenicity, cytotoxicity
and pharmacokinetic properties of novel 3-nitro-1,2,4-triazole-based derivatives”. Neste
trabalho, os derivados nitrotriazolicos PCBN 009/17 ¢ PCBN 012/17 foram avaliados em
relagdo ao seu perfil de mutagenicidade em modelo procarioto, e citotoxicidade in vitro frente
a linhagens hepaticas eucariotas tumorais e normais. Além disso, as propriedades fisico-
quimicas e farmacocinéticas, obtidas através de predi¢ao in silico, também foram investigadas.
As predigdes indicaram que compostos apresentaram alertas estruturais relacionados ao grupo
nitro, sendo previstos como potencialmente mutagénicos, além de serem previstos como
hepatotoxicos e como substratos das enzimas CYP450 relacionadas a interagdes
medicamentosas. De acordo com as avaliagdes in vitro, concluimos que ambos os compostos
apresentaram potencial mutagénico, entretanto, o PCBN 012/17 exibiu maior intervalo de

seguranca entre as concentragdes mutagénicas, citotoxicas e inibitdrias sobre 7. cruzi.
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3.1 Artigo publicado — “Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (Jaboticaba) leaf extract: in vitro
anti-Trypanosoma cruzi activity, toxicity assessment and phenolic-targeted UPLC-MSE

metabolomic analysis” — Publicado no periodico “Journal of Ethnopharmacology”
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i. Introduction

Plivia conliflora (Mt} Kousel, formerdy nonwed Myrciara caulifiora
(Mgt} O, Berg (Sobeal, 1905), is o Myrincess fumily native fruit toee,
conmponly  known s Bramilian grape or jeboticmba  Bthoo
phormmenlegical investigntions ennbled the discovery of thempeutic
propeities of the Buit, pesl, baik, mml sesd of P coiliflor, pow
employed in the development of phytothempios, ootreeeaticnls amd
commetios (Wu s al, B0 Keo: Numa et al, 30080 ladn et ol , 20000

P. caulifforn leaves are abo wed i toditiona] medicioe, o the form
al decoction, infimiom or syrup, for teating inflammatory and ofec
thous disorders such sa flu, diarhes, dysentery, labyrinthitis and bron-
chithe (Cruz aned Kaplon, 2004; Paiva e al, 3017, Agra et al, 2006L
coimimesd without prope: toskeologion] ssesanent, ety svaluation
Is sssential to guirnntes safs and healthy practices {Hoor, 207 10 How-
ever, ms P coliffiora beaf b5 under-exploitesd in scientific stodies,
comgpared to other plant parts, i phenolle compesition and toxiciy
profile hove not been conspletely elucidabel soce few stolies oos on
these parmiwters { Gaspatio st al, 201% Nuspolin #€ al., 2016k

Another unclenr point sbout the ', canliffora leaf is it antipnmsitic
potential, since Myrtoceae family is considered o great source of species
trndlitisnally used for the prevention amnd tenment of infectious diseoses
(Farim or al, 20200 due to antioxidant and antimicrobinl propeitie
(Mo Contn et al, 2000 Marpolind et al, 2016) In tropical devel-
oping countries, parnaitic dissases persist aa 8 main public health
problem due to limsitations in the effectiveness, mvailnbility, and acces-
sibiliry of drags. In this seennrbe, medicinal plants hove nhways been an
altemntive amd low-cost treatment, especinlly for oaditional pop-
ulations (Wink, 201 2%

Choagns’ disesse (CD} s 8 Neglected Troplcal Disease comed by the
jprutotoan Trgpanossm e, affecting about B millon peopls world-
widle (Zimgales, H10) The oaly drugs currently avnilable for D
chemotherapy, benzniduzole (B2) and nifurtimox, are associoted with
adverss effevts related to o high vxlcity profile, asl pactal eficacy,
winee there s no satlsfoctory teatment for chionle O (0 Selaln 200 5%
Hibebro of ol 2020} Thus, the search for safer and more effective
thempeutic altermtives s necemary, inchuling the we of medicinal
plants as o sosiiee of novel camgoiinds [P5oechi e al | 200 0L ForCD, the
prospert of developlig new drugs bos led o the seresning of almest 400
species belonging to more than 100 plant fnmilies for activity agninst
T. crumi over the bost 20 years (laumd ot al . 2011),

Apvong few staliss approsching antipamane activity of Myitacsae
species, M. disbia leaf extmet, P coulifiora wsd P, corrocampanensis beal
ementinl oils were wported for inhibdt Plasmodin folcpaorum  and
Leishymania amovonesls (Cotiein of al. 2006, Dumnt of of, 2014 da
Sifvn et al, 30 2) Consequently. considering that some diug targets
identified for protozoan pathogeis are conserved netoes species (Covell
il Whoew b, 201 93, it is imporinnt to stisdy tese spocies o o potential
souiree of bivactive conspouisds agninst other parmsices, such m T ousi
UAgmblers ot ol 2005). Therefore, this sudy investigoted the in v
cytowxicity nml genotoxicity, phytochemical profile, and anti-T crumi
nctivity of the phenolic-enriched hydromethanolic extoct of P conlifiors
lend (HME), along with an i slico prediction of phammacokinetses and
towieity.

2. Mnterial sod Methods
2.1, Plont collection and extroct proparation

P, canntifiore lemves were collected on Maoch 2006, 0t Penedo District,
ltatinia, I, Brazl {227 29'46.0°8 44°3X47.0°W), An identified vouches
apecimen {HUNIGS08 ] wis deposited at Prof. Jorge Pedio Pereim Car-
nutn Herbariun of Pederal University of the State of Rin de Janeim
(HUND ame registered ot the Notional Management System Genetic
Hesitoge al Asscinted Trnditional Knowledge/Brazil (SisGen) undes
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Fournml nf Efnephoremendogy J77 (Y I 1H2TT

the register number ABD4304. The lemves were snitized and dried at
40 "¢ for 16 h, crusbed and stores ot room tempembsne (23-24 °C) and
protectes] from Light until ased.

The phensiic compounls extrnction was conducted a3 previousby
deseribed (Napolin et il 2010), Briefly, e plast masterial (0.5 g) wos
ndded with 10 mL of methanol fwater solution (8020 v/v), The mixtue
sk homogeni fed with an Ul Turvi (T25, ke, Gertnany) mixes for 3
min amd followed by vortex for 10 min, The bomogenized sumple was
incubated at orbitl shaker (60 “C, 240 rpm, 1 h) (TE420, Tecnal,
Brazil), centrifuged (3000 =g, 5 min, 25 “C) (Heraeus Megahuge 16R,
Thermo Fisher Seisanfic Co., Germony) and the supsrnatn was
wransferred to o rotary evaporntoe fosk The steps described were per-
formed twdce and the mipermatants were combined and dried in rotary
evapomtor (40 ). The msterkal wes stiored in screw-cap ambes bottles
ol — 30 “C ol furthes analbysia.

:;_' Metabolomics aalysts of phenolic compoimnds by LUPLE ESFQ-TOR-

liquidd dhonmtography (UPLEC) couplesl to an electiospiay ionkzation
(ESD) quodmpole tlme-of-Qight (Q-TOF) mass speciiometer {MS"). For
the analyviis, 2 il of HME were injected in triplicas oo o UPLC Q-TOF-
ME/MS system equipped with ESl souice (Xeve GI-8 QTOF, Wateis
Corporation, UK) opemting in tegative jon mods BSI-) acconling 1o
Memmles 0 oal 120719, with slight mod feathons. Chromategsaplie dep-
armthon was cogvied oul o an Acquity UPLE HSS T3 C10 columm (] 00
mm x 2.1 mm, 1.8 pn particle size) ag 30 °C, while sutoempler were
mmintmined ot & “C The Oow mte of mobile phases wos 0.6 ml/min
condueted with two mobile phases comisting of padifisd water (0.3%
fommabe acid, v/v) conmining 5 mM snmsoniem formate {solvent A and
soetondmile containing 0.3% formic ecid (sobeent B), following the
gindient method: 7% A and T B (0 niin), 50% A ond 509 B (6.78
i), 15% A and 85% B (7,36 mind, followed by un additions] squili-
bration step 7% A and ¥ B (5.51-9.09 min). The capillary and cone
voltage were set ot 2.0 kY and 30 V, respectively. The desobvation gns
ihigh puity Nittogen) was set ot 600 L/h af 450 ' C, the cone gns wos set
at 50 L/, and the soarce temperatare at 120 °C. Data were acrquived
from pie S0 io 1000 with centrobd mode, wing & muiltiplexed MS/MS
noquisition with alweronting low amil high energy ncquisition (MSF)
following a collision energy range from 1510 550V using ultm-high puare
Argon (Ar) as & collison gos. Datn soquisition wos performed by using
Mumslynx 4.1 (Walers Corpomition, UKL Acenmey amd reproducibility
weie determuned by nfusion of 10 pl/min of lock mam caliboang
leiicane-enkephalin (Wateis Corpamtion, USA) (/e 554 2615) at 1.0
ng/l in soetonitrile: waler (50050, v/v) acidified (0.1% formie e,
w/v L Senn time for the lock mms was set to 0.3 4. af intervals of |5 s and
3 ncnng 1o avernge with o mass window of £0.3 Do

The enw datn obtained from UPLC-MS" nnalysis were processed with
Progenesis (1 v21] (Nonlinear Dyvmasindes, Wabeis Corporntion, UK)
within the following condiviome all s, osomatie Bis, et
data, resolution full-width ot half mvimom (FWHM) of 50,000, joni-
eation megative mode, deprotonated mobeeules [M-H]-. The untargeted
identification of phencliec compounds was peiformed by MetaScope, in
integraed search ool allowing the e of the custonized datnbose of
phenolic compounds from PubChem. Thas, mugeted |dentifiention was
eauried out uwing PubChem and Phenol Explover dotmbase following the
prrmmeters in descending ooder of importance: precumor exact nass
o <5 ppm, frmgment olerance < 10 ppm, sotopie similarity (=80,
seore {300 and fragmentation scores. ‘The total ion counting was used
o determine the velative abusdanee and only compouncds found in the
technion| replicates with coefficient of varianes [CV) < 30%, using the
relutive abundance of repliontes, were evaluatesl. Phenlic componids
were considleresd putntively identifiesd based upon physicochemicnl
properties amd spectyal similarity with public/commercial spectal i
braries aceording to Metnbolomics Stanclard  Inititive  guidelines
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(Sommmen ot al 007, using the pornmeters describod above.

23 in vitro hioacehvity screening

241 Guitwe conditions of coll lines, bacteria and

Hiepli (hiuman hepatocellubar covcinomal and F CIH (moase liver
fibeoblmat) cells were maintsined b Dulbecos’s modified engle medinm
(DMEM, GIRCO, USA) supplemensted with 10% frenl boviee serum
(FBS), 100 yg /b, stvepiomycin and 100 gl peabeillin, n T2575
em” fneks at 37 'C, 9% homidine aned 5% COg (Armo Lo et
J0itek Cebln were wplit sach time they eached B0-90% confllurnce
ustng & solution coatalalng 0,056 ypeln and 0,02% EDTA. Cell
counting was performed by aypan blee exdusion wsing & Newbae 's
el

The five histidine-dependent (his | swnadns of Salmonella eterkea
wevovar Typhbmuriom (TAST, TASE, TATOD, TAI02 amd TALO4) wers
previously dheched for genotype confirmmtion Do sl Ao, 1963}
For mwtagenicity ammyn, ench teser stmin wos inooilsted in 10 ml of
Owodd patriend broth Mo, 2 and incubstesd o 37 °C on oo ocbitel dhabes
(100 gpm) for 14 h 1o obtoin opproximately 1-2 « 107 cella/ml

T eriel bloodsteam typomistigates (0T) of the ¥ steain (U 1)
weere obtained from ood mmples of infected alling Swis mice of the
prenslicnsda peale The purified o mdies were resingended f PM
1640 maddivam [ Rewwell Prrk Mesmorinl Instte, Themmo Fisher Co, ) and
sipplemenied with 10W IS, acconding 1o proceduies pieviouly

dencribed (Meliviles of al, 19006; Arojo-Limn o sl 2010b)

22 Mutageniciry aisay (SalmonellaMicrosome )

The mutagenic potential of the HME wan determained by the Salmo-
netle/Mbcrosomme anstntion test [Ma oo sl Ases, |00 OECTY, J0200
The pre-incubotion method we performed using five tese tins
(TASY, TASE, TAIDD, TA102 mnd TAT04) in absence und presence of var
liver homogenste meinbolic fnction (89 Mix 4%, Amdor induesd
MOLTOX lne., Boane, NC, LEA), HME was dilued o dinsthyl sulfosdde
(DAS0, 9%, Slgmn-Aldrich Com., St Louls, MO, USA) by vortex mixing
to prepae o 50 mgmil stock solution (final concentation: 5000
pg/plote ). This solwtion was diluted 10 v concentymtions (0,05, 0.5, 5,
B0 ned SO0 pgAplete], DMSO was sl a8 negative contral. Positive
controly without 9 (-59) were 4-nittoguinoline N-omode  (4ANOO)
(10,0 g/ plate) for TAUT aad for TASR, sodinm aside (SA115.0 pg/plate)
o TAL 00, maitomyeinC (MM (1.0 pg/ploe) for TAT0Z; nnd methyl
methane slphonste (MME] (300 pgiploe) for TAT04, With 59 (- S0)
Faminoanthuacens (2-AA4) (100 jigplote] for TAS?, TAS and TA100
and bengoupyrene (Bal) (50 jag/plated for TAIOZ und TALDA, Al
positive contiols were purchasd frons Signa-Alilich Conp. Beiefly, 100
il oo semtionary growwth culiiied of each stosln (1-2 « 10" onllyml) wers
poe- ineubates! with 100 ul of HME dilutions and 500 L of 0.2 M sodinm
phosphate buffor (pH 740 or S Mix (451 ai 60 rpm, ot 37 °C After 0
i, 2 ol top agar (0,7% agar, 0.5% Nal, 0,05 manol/L stidioe ad
i ) ot 40 € weire added 1o e tesr nibss and the il adxnimes were
pored into Petrl’s plate containing Vogel-Bonnen agar mediumn § 10
(1.5% sgar, 10 g/L MgS0,-TH Oy 100 gL CoHa0y-Halx 500 gA,
KaHPCh; 175 g1 NalNH HPOw - 4Hz00, 2% glhicose ). These fnal malx
tuaies weiw incubmied 0 X CC for 72 b I paunllel, bacterial survival
amay wis perfarmed. After 20 min of pre-incubation the sy mistuses
weie dilued in 0.9% Kol (w/'v) 10 n final coscentimtion of 1-2 » 107
eolla/plate mnd plated on Lacis Bertand ag aeeddun ()% (ypione; 05%
yenst extract;, 1% Nocl, 1.5% boctericlogicnl agae). The plotes ware
ineubated for 24 bt 37 7€ and the results were eaguessed ns the mean
number of vevertant colonies (His® ) with standand deviation (50 fod
eoch condidon, nod muragenicity index (M1} caleulated as the rntio
Ierween the mmber of colondes in the et group and the mumler of
colanies in the salwmt conmal group.

208 ukoyatic cytotaxicity
Cell cultuie media aid ongerts wein purchased fiom Sigma Aldrich
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Corp. and Thermo Fisher Scientific Co. The waier-soluble ietrazoliom
(Cell Prodifemtion Kit WET-1, Roche Co., Natley, KJ, USA) mnd the
Inctate debiydrogennse (LDH, Cytotemicity Detection Kit, Roche Co.)
sy kebtn, were s to determine the cytooxicin of HMIL WST: 1 asay
in bemed on the veduction of die salt by mitochondrial debydsogriases in
viabbe enlls, Welding o yellow product that s solubde b te eell cultue
s, while LDH assay is based on LDH ¢ enzyuae activity,
whilch is spidly relenssd into e ooll cubtiee mwedivm when the plen
e bunie in damaged (Feog o0 ol 500 65 Hepdi2 and F C3H oells woere
seeded (0 96-well Mot bottosed plate at o density of 1 « 10 cellawell,
The cultured cells were exposed 1o HME (0-500 plimil, musscimonn of 14
MBS0 for 24, 48 and 72 b Brielly after exposuie the cultsioe mediom
i teplaced by 90 pl. DMEM aid 10 jl WET-1 seagent i e babed
for 3 h. The absmbance wos then msasued usiong o microglate ender
(Podnis, Celer, MG, Rraeil) ot 440 pm, The absorbanoe of control wells
(M50 1%) was desigrnned ms 1008 vinhility. Then the lethal concen
trmtlon (L) for 0% of culiured oells wes determdned by comparisons
based on dis reference level. For the LDH nasny, briefly after sontment,
100 jd, mpenatant wos tramderred fom sach well w0 O6owall
ot -bottoned plave and 100 jL meaction mivture freshly preponed wee
wilded o mnch well. Afser ineulsathon (30 sde e the derk ot 20 °C), the
obsorbance wis mwosured ot 492 am. Blaok volues bsdicating the
almsebanee of the LI were sulstinetsd Gom all sangsles The priceninge
of eytotaxicty was calculaied acoording 1o the lir protocol, Steiile
DME0 1% wes used o8 pegative contiel s Totos X-100 as e positive
conrel (Mo o al, 2000,

254 Cyrokinesis-block micromadan (CEMN] genotoxiclly asgy

CBMN sy was performed w0 previeudy described by Peoech
(7, weith fow modifientions. Cell cultue nedin mnd rongents were
purchmed from Sigma- Aldrich Corp. and Therme Fisher Scientific o,
Presh Heplid oells were seeded ot o density of 23 « 10" celloind ina
24-well plate (1 ml. pes well). HME was then adiled to the madium 10
firan] comeentrations from | 25 va 100 pl/ml dihsted ln DMS0, and the
incubation continued for 24 b DMSO (1%) wis used s the oegative
eotrol, s B, 0.1 mugl) was the positive control. To evnlusie the
frequency of microomchkel (MS) in binuclooted cells (BNC ), cvtochalasin
Boal 3 pprml, Boal concentintion, was sdiled, sl ihe culiure wis
veincubioted wt stuaded comnditions for 24 b Then the medion was
veplaced by o cold mwthanel-glacial scetic acd (3010 Bative for 30 min
ool the cells were then vinved with disifled wams for 2 min and
nlr-diied The fived cells were stnlned with Gieman 1:30 frons n sioch
wolution 0.6% Merck, HE, Cemmeny) for 60 min, washed with
phosphate buBered saline (PBS) for § min and briefly rinsed with
dimilled witer. Todevemiine the Nuckens Division Indeses (NDU and the
mnlsen af cella with MK, 1000 BNC eells per well (3000 BNC oells pe
coperitiation) were mealyeed aisder o light micioscops (L2004, Bloval,
&P, Mzl The peicentage of vinble cells was evalusted discounting
apitenic aiel neeiotie cells

235 Trypanooidal activity ey
T. crusd BT were incubated of o density of 5 < 10 /ml for 2 and 24 b

ot 37 °C b AP sandisen b presence o absence af seobal dilutions of
HME (0-300 pg/ml) wwd BE (Labomtaio Pumnocsutios do Etmbo de
Pemambuco [LAFEPE], PE Boueil), up vo 100 M, wos used as oype-
nocidal referenee diug comrol. Afier incubation, the pacate death tes
were determined by light mictoscopy win direct quantifioation of the
mumsben of live pumsises using o Neobave s duanbes, and the ECyy
(effoctive concentrution that mduce 1o 50 the number of parmiies)
wina caleulmted (De Aumipo e ol | 20143 Rewnlts were expressed o the
percentage of parasite deoth + 8D,

A4 Pharmacokinetic mnd imdeity in silico prediction epprooche

The dwe nwost abamdaise i detecteil on UPLC ESIO-TOF
ME® mnalysis [(4) entechin, digallic ocid mnd hesporidin) wee
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nubmitied 1o slico prediction appeonsches with the canondeal SMILE
strings obtnines] at PubChem website (Ligpa  pubichms b ol il
#ov ) The toxicolegy predictions were coniducted with  meodular
wicological predictive CSAR frmsework adgocithin (Lazar o silico
tonxcheology, Ditpa dnss doeaidicoch predien) based on similadty of
strvetural abirts (Mo of sl 20009} Absorprion, diseibution, meto-
boliam, exeretion, and togicity (ADMET) paramiters were prodicted
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bnsed on similarity wing the algorithm phCSM Chep s bleobiens o
dnai e b/ plesnypredicton) (Pirss et sl 3015),  Physicochendeal
progerties, doug:lUkenes mnid other ehameteristics
were predicied with SwisADME (b Svveecswissasdoe chy ) in silies
predietion algositdun (Dslns st sl 2017, SwissADME diug-likenesy
prediction is boaed oo the Liploaskd' Rube of Five (Lipiasls o ol 2012),
wihideh suaves that poor abaorption o pevieat ion 8 maie lhely whin o
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malecule complies two or move of the following criteria: moe thai 5
Iiyilrogen H-bonid domors [-NH-, -OHE more than 10 H-bond aceapiom
(~Mas, 0] moleculnr weight (MW) is greates than 500 D, nnd
partition coelfielsnt (log P, 0 wlos s above fve.

2o, Satisticol analysi

Al ammy were pefoomed ki tiplleate. Metobolombes resulls weie
ntmlymed by oneway wielyals of virisnee (ANOVA ) and Tuley's test for
comgel o af the aveinge bitween elative oo abumlines of pheoalic
el (jp < 0,08, Phyrochensbonl statistical nonlysis v performed kg
KLETAT saltwaie (Addinsolt, verslon 20002504520, wiile other s
Iymos wene convied ont in Graph Pad Prism softwars (GraphPad Softwaie,
waislon 5000, SalmonellnMiciosonie test snmples were consdersd

when Ml > 2 and statistical annlysls by one wny ANOVA
followed by Dunnet's post hoo sest showed p < 000, and e sinples
that presented no eytotoxicity (eell survival =70% o relatlon o tee
negative comtiold (A jo-Lioa ef ol 20)Ba), For eukmsyotic eytotog.
ieity and CHMN msay, seatintionl differences betweon the groups were
nnalyned by oneway ANOVA ad Tukey's post hoe tests (p < 0010
idal remilin weie analyaed by ANGVA i Bonferroni's post

I tests (p < 0.01),

A, Rewulis
A1 UPLC-QTOE-MST aetnbolomics profile of phenolic congponnds

To chumcterize the phenolic compounds, present in P. cndiflors, &
Lend wan extrnetod (HMED and salysed by UPLE BS1-QTOP-ME® (Mg, 1)

A totol of 14 phenolic conypounds were temtatively Idemified aod
compiised as malnly Navonokds (11 compownda), followed by fu by
phemolic weids (2 compounds) amd other plenolios (1 compoiad)
{Tobde 1. The sesatively identified Dowanoicds sowed o lage viiety of
cheneal stuctures, with mesbers of slx subclasses: lvonals (3 oom-
ponails], Navansils (2 compowma), Aovnones (3 compoumnda), Mavone,
dilydollavonals wsl lsollivonolds (1 compomd (0 eachi eliss), The
HME wie conposes] mainly of thiee mislecules: (1) catechin (12 4%,
il aeid 27, 206) and leaperidin (24,]15%),

Tabde 1

dimirnsal if Mlvmyshairmadalig SFF (XL FI4217
A Musagenicity of HME

In relation to the waicity profile of HME, no onaagenic concentra:
thons wese detected in any & astenico sieakn tested (M) < 2, p > 0001 oo
winy ANOWA followed by Drumniet's post hos teat) peg o dliss of metabolic
netivntion { Talde 2%

Positive contialy 5% 4-nltroquinoline-N-oxyde (A80Q) (10,0 jg!
plate) for TAST, 510 & 53 reveitants, nned for TAOE, 672 4 1 1.5 sodium
naide (5A) 5.0 g /plate) for TAT00, 371 4 117 deved tuts; mylomicio-C
(MMC) (1.0 pg/plased for TAIDR, 535 & 901 revertnots, snd methyl
methnane sulphonste (MMS) (300 jg/plate) for TALO, 1065 + 255 e
vertnple Podtive contols + 89 2-mulnoanthiscens (2-A0) (100 pg/
plaie) for TAGT {1001 & 967, TASD TP & 170] mod TALGD {410 | 58,4)
ikl bengo-ngyvene (IaF) (50 j/plate) for TALOZ (724 4 07.2) and
TALOA (711 4 48.8)

Cytotoxicity: eell muvival <70% in relation to the negative contiml.
Ome-way ANOVA lollowed by Dumeet's post lisc test (p < 0.01],

A Eukaryatle cytatoriciry of HME

In the WET-1 asmy, HME (ndueed dose-depencdent mnd tine-
dependent cytotoxiciny 1o Hepl2 cells. The L wee 4] £ 3.2 il
ot 3 b, 283 @ A7 gl ot 48 b mwd 1.7 & 107 pgemlbomt 72 b
(Fig Sneeggh At 24 and 48 bV 2eoand b, eell mesmbe damage
dewcted by LOH sy wan lowsr than mitochondiial dysfunceion
deireted by WET- | nssiy. The LCsg weee higher than 500 pgtinl o 24 b,
1667 & 67 pg/ml or 48 b (g 20 In contoast, after 72 b (Flg, 2e)of
expoauie, the diffesnee betwesn cell wenluae damsge sl nlbio-
chondiind dysfunction reduced, pesenting Ly, 698 & 8.4 ug/nl.

D dependent arsl time-dependen sptomsioiny was alss alsered
i F GO cells. o tlee WST-1 amny, the LGy, wlues obinimsd were 29 &
Lo gl me 24 b, 0.2 & 1.) pg/mboar 48 hoasd 0.1 4 1.2 pgiml st 72 b
(i 2d-g), Mooetheles, LD nasay did not detect eyiotoxdeiry by cell
i bwmne domoge i ¥ C3H ool regnedless the sxposice tioe. e
LiCag wnlues obninmd for 24, 46 and 73 b were higher i 500 pg/ml,

Phersabic conpounsds of P amdiflors bl exnoe (HME ibetified by UPLG-QTOP MS*
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24 MME msronmsche i taon

Fir 0 shoves the vesulty oo the CBMN meay ming HepG2 celle. After
24 b of enpowae W HME, o sgullean weimie i oo e baatnl ol
respesne tehiction on NDI of HepG2 cells (.25 gl p < 005 25
pgml, p < 000 100 pg/ml, p < 0001 which sggests cytotoxic of
cytnstatic efferts (Fig b, coomoborsting with the sty from e
toLicy M

A5 HME activity apeinet T crusl

HME enhibited significant in viso trypasockdal sctiviry agaimt the
BT form of T crui, conming pasasites death with By &1 2 and 34 holf
994 & 135 jg/ml and 604 & 254 pp/mil. repectively (Fig. 90 B2
enxhibined an By at 24 b of aboast 34 gl It b possible to observs s
mwm-!mumm oo (Choupves )
with r* = 099,

26 b silicw prosh o of pharmaok s and savicy

Some of of the most abumdant
comnpoundy present in the conpesition of HME i showed on Tebde 1 in
achlitem w the omberule much ma the MW, the presenoe of
Capd and the comtort muface of cach molenile, we can alio obeeve

anpeevts of waten subobsliry, lipoghibicery, ansd doug likeness chaasctenio-
then, much an pespert o Lipamaki™s rubes {Lipesks o0 ol | 2507 23 mid the
kot s biosrailabelity soote (Vs o 2000 ) In sddition, the algorithm
Eoviks atremaal das e abaacs with pomicees bame
briavist (PAINS)ad ssbvstmeces with peoot jhus sscokinete upesties,
toascity, aml metalelie matabsiity (Beenk), s well s 6 b compounsl
peofile (lead likeness) and scormibility for syothesis, = wedicioal
chemastiy paameters. Acconling o (+} catechin respects
il of Ligsirmabei™s yubes, bean o grwosd bicmvnn b biliey, snd is comidey el o lead
compuurd, even with strurtural abert dentifiration (eoteched) both in
PAINS and Beesk. Digallic ackl was abho predcied = o possible ead
oxmmgmnand burt it vislates cne of the frve Lipioski's rabes sl pressnts tes
stvactural aberts (catechol sl plesol esiei) i PAINS aod Rerak. Hes
petidin broke three nules of Lipionki and i ot predicted o 8 lend
compoand, mainky beovme of its MW, stricturl compleity and lower

Plaumuscokinetic predictons of (- ) easechin (7 2bbe ) ) pevends that
the compound i o sibstate 1o PGlyroprotein and in oot pesmesble 1o
tabeacud b i b bes (IR ) el cratinl pervinm svabens (O ) Mossoves,
apparently this flvancl i not affected by cytochmome P45 (CYP)
metabolinn Cortobotating o eqgerimental dats, the adcity predie
thon, mpong otvey cuicones, poiied po evidencoe of muisgeaeity sl
heptotoncrity foo (+ ) cotechin

Stmilarty, the in slico anslysis of dignllic sod dhowed controversal
datn oo whether the comporsd o 8 P OGhycopeotrin mibstrate o oot
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Jesd of Bk segy 27T (XR1) FHIIF

F C3H

Wt .
LDH

e e

WST-1 LDH WST-1 LDH
24h 419+32 >500 29214 >500
4Bh 233+£27 166.7 £ 6.7 02+11 >500
72h 1.7+£10.7 093+84 01212 =500

Fig 2. Bubssyeri onotcuciy of P lifiors ko canaet (HME) HepQ2 (left) osd F O righn) orlh wesr meubated with the mumee doisg (ad ) 3 b (hel @b
anad e ) T2 b Adley eprome, ol ssrmle s damnpr (LM sy | ol motocbose il Paectios (WET .| sy ) weer mesirrd. The Iethal conormtrstesn of 0% of ocll
pogulisiien (L) vabse () were colrubed by ool mesy remvemies @ of dowe resposs (Spoor bebavioe) corvee with B2 = 099 0 = 3 “meway ANOVA

finlbownd oy Tuilory s juast boor pestl (p < QUE1)

Brsides that, it v predicoed @ 8 low gamToieetine (Gl sbsorbed
mﬂdﬂﬂln_h_ﬁhhﬁhﬂ“-ﬂ
Dignllic s also s not affocsed by sy CYP isolorm on prediction
(Tebde £7) Osee again, this phenolic acid is ot predicted m netagenic
o cacinogenic, aml hepatotoxic comspours] i both used tasicity

algorithmms (Toble S0

The Lot cxmnposd sulbumsited to congmetstunml joedictiog wo bes
peiidin It pharmacokinets progeomie we svailable on Tabds 5% This
Areemone i prechicesd s 2 had shecrhed ooogponmd witls low bl
ability and without mfluence or effect by lepatic metsbolion of
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Fig. 3 P ooslifiors kel enizac (HME) sucroowchel ihittion in HepG2 cells
Awr 24 | ol wigasiiie, allisgh theie v §6 nraifeas (hrivas @& @i
pmanclestnd (MM s (sl 1he et paheeal de Nocka Diveden Tsdeas
IWEH) (b of Heplid lincape, ety oyioins o cyviostate offecm BNC
tnaarlesind oells Bal b preeme 2008 cells were sl ey frestment
for emch exprrmest (*p <« Q0K *“*p < @01 **p < 0.00] vins acgative
ol w 3 o wiplirste esewny ANOVA followed by 8 Toley's post
bt e

i
£
]
g
-
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Bl ety rrey————rrr———
10° 10" 10°

uM

Fig. 4. Do sesponse curves of m me Gypanoreial activiey of P ombfore leaf
extrmct (HME) agamet T. o biosdeiream srypomartorotes (Y srma, OTU 0
after 2NECs; = 9% = 225 pie/ml) and 24 b and {EG = 6.54 = 154 gp/md)
i enpumuire The BLy (5% efitctive | values weir calinlated v nonbiseds
regesman B of Jose—respemee (ngensst Iwburvior) corves with B2 = 0.99 Re
milm deown 58 mwenn + 5D of 3 iudepesden raperimenn perinannd i ok
ot “One-wny ANOVA and Bom feyvoms's posd o temis {p < G010
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Summarizing seme pharmacokinete predictions of physicochemical
properties (lipophilicity, sie. polority, sdubility, ssturmtion, mnd feod
bility b of the compounds, boavnilability radm chars of the three most
abundunt compoumnds on HME show thet, in scoondancs with the other
phamacekinets prediciom. (+} eatechin (T Sa) presented the bes
pofile. with the plots indde the optimal range of peoges ties { pink aea),
exeept for insnieations. Digallic scid (7 Sh) preseoted intermedisis
s vallability, follwe] by lesperadin (10 “«b, that pressnted high
polaniny nod MW i gher tion 500 g/mel. Lastly, Fig S shows o Boiled-
Egg paph of gastrointestinal absorption wsd bioswilability on CNS
thuwough m'rrmruiilih-. in fonction of Log Py nndtupuluﬁlrﬂ jpobo
wnface area (TPSAL { + - Catechin wos puedicted as actively effhoed by
Pilyroprotein (PGP +) wheseas d.i.!luu' noid wan preddicted oo
vulstinte of Pgp (PGP - |, mot absorthe] and o brain penstrating
icatsde the Egg). Hespevidin {out of the range of the plot | was predicted
&5 0ot abmorted and not BRB pernsesble

A, [Hscumsion

A previoan study about phenolic compounds im P coulifiora leaf
pointed for 8 mmile phenobic coment, memure] with Folin-Chocaliea
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Fig- 5. SwizcADME prediction of bicavailsbility nnd dismribution for the most abondant compounds of P. coulifen leal extrace (HME)L Bisavailability radsrs of
physicochemical properties are presented inoa) {+ beoteching b) digallic acid ond ¢} besperidfin, The pink ores represents the oprimal mnge for each properoy: Tip-
ophilicity [LIPO), size [SIZE), polarity (POLAR], solubility (INSOLLY, satmration (INSATU] and fexbility (FLEX). A Boiled-BEge prediction of sastrointestina] ob-
souption and braim penetixtion iy shown in {d L The white region represents high probabiity of pasive ahaorption By the s 5 inall tract {HIA) and the yellow
resion represents high probability of bood-baain barier (BBB) penetation. [+ }Catechin [blue dot) was predicted as actively effluzed by Poep (PGP ) whereas
digralbic acid (red dot) was predicted as non-sobstmte of P-gp (PGP -1, not absorbel and not brain penstrant (outside the Exgl. Hesperidin (out of the moge of the plot)
was presficted as mot ahwhdnndnntﬁﬂ-m:ﬁiﬁ“ﬂ.ZHHqu?., -1L.AN Ihmmﬂﬂrmmmnﬁhﬂhﬁﬁmwhm

it referred o the Web verson of this article.)

reagent, but a higher antioxidant capacity of the bydromethnnolic
exteet i comparison with the hydmwethanolic one (Naspallal «0 al
200 & ) This bahavior is possibly explained by the very distinet phenalic
pinfile pressnted by these sxtimcts. However, a moe complete chame-
terisntion of phenolic compounds wis necesiry (o betmr undemstand
the potential of this vegetable matrx (Vorzalos e ol 2078) When
compared 1o the phenolic profile described on P couliffors prape
[ Donads- Pestnmm of al., 20115 Innds et al,, HHE Meves ot 5l 20]4H), the
phenolics in the leaf show some similar molecules with specind emphasis
on gquercetin and ity derivatives, ellngic acidl and  gallic acid.
P. cautifiora’s leaf also presented flavonols, espocinlly found in peel and
seegd {lnmla e ol | 2000). Fowever, dmell-gi:ndﬂhmm:hmuly
present i the form of i demvatives, wiich were not detected in the
leaves. On the other hand, HME showed a distinguished profile sspe-
cially due to the presence of Eavonones compounds.
Genotosicty sereening is an essemtial stnge of the preclinioal evalu-
aton of hethal extraces (Sponchinde e ol | 20161 In the Salrmonellas-
Microsome assny, HME did not indoce mutegenic effects ot the anabyzed
concentmtions, likewise, it did not induce the formation of MN in

Hepi2 cells, despite presenting phenolic compounds considered muta-
genle © TASS and TA100 when incubated sepanstely, such as querestin
and m-coumsrie aeid (Fesende o1 al | 2012). The gemtoxirity of these
flavouolds may be inhibited by sccompanying compomds with che-
mogstective properties, such ae hesperidin (Ahmndi anl Shodbooe
st 2076 Calonuee e ol 1996), possibly acting antigenotoxic agents,
through the modulation of redox status, scavenging of fres mdicals and
activation of antiogidant cell machinery in eukaryotic orgnnisms
(Arnujo-Limn et al, 201 8r; Peng of al., 2016; Batista et nl, 2014 Rob
oo etal, 2016 In face, most stdies focus on the antigenotoxic effects
of P. enulifiore. To car knowledge, there is no svnilable dots on the
genotoxie potentinl of the P. coulifiors leaf s for. & fruit peel sthanolic
fimetion toxicological investigation evaluated mudagenic potential on
TASS and TA100, and genotove effects wing MN mmd comet assays, but
dlid et present any postive reslts (Palori =0l 2000)

Eulnsyotic cytotoxicity was assesw] in F C3H and FepG2 cell lines
1o campare the behnvior of cancerous and healthy liver cells exposed 1o
HME. In both WST-1 and LD assays, HepG2 cells presented mot ondy
doss-response belavior, but also responded dme-dependently to the



BV Oabe i o

expomare to HME, which meas that the suract possibly presonts o goos)
dnggability profile, sven though it B 8 comglex mixhure, a5 e the
natial prodncts. Bewdes chnn, Hepli hae @ capacity to desect bepaso-
bty of S comgatad to o primay hepmocyte colnne (Oe oo ol
F0 ) bm conatamat, i WST- ] amay, HME inlalited F CIH prudiferation in
ey coiscentsations, suggesting o higher sensitrvity to metochondial
dysdfunction damsge than WepG2 ool LDH ssay did not detect cyi-
tomiairy b FCIH orlls, pegandles due exposire tie, aithough in Hepls
wells it wm maoie samitive o desect onll melaane danwges i lighe
T e

The evidence of mitochosd sl Jysfonction even o the duomes e
of expee followed by the nuitamnrs of mendewse oty mg-
Erstn thet HME iy lnkace cell death by apoproais. ﬂ-tdmﬂnl“
iegualadory protein (Bele2, Belool, Bad sl survivind o HSC-3 nl
ancre cell death subhection by P cobiflors seeds aquesis extiact wa
earlier invemipated (Vioog o0 sl 2000) The estrac bstdueed wni
prolifemtive sffert und upogsioss by devwnaegulstion of sarvivin HME
thime il dosser depeindent cvtotomcity om Hepti 2 onlls, is pomibly elnusd
o its alidlity to due oytostatic slfecn by ieducing NDI i CBMN sy
Hepli2, o liver cances onll o, i also el e 5 medel for the sbeniifi-
wwtion of mustiswmion comnpoumds (Voo ol 20099, ad date ooyoborete
witls e paopeties af Plinia spories on cancer cell Ly
wagew (Wi et ul,, 20000,

Tonicoinionmatics oan be considered jelevant ool o pesdic tox.
cobirgucal amld tonimakinet opeties fo g devedopmes, poviding
ey, enmveniently, and free of chage. The in siioe an
alypes of the physsrosbenucl, pharmsrokawor and toncity gt

likormems” purofile wim |+ § estochan, which is following Lipinski s nules.
Digullir oeid mod hesperidin, loth disregaided w0 beat o Lipiski e
and nlerts of tosdcity i meetabolic smlslity were deteonl in theis
structaies. b addition, all 3 compomds woie predicos] 1o be noo-
vowists obtubreed by us on the wet borch Lin wire sy for the sty
mmesanenly of ML Otie suthos bave also wsed b slioo und in viro
tools te predier the il pharmacolinetc properties of
componeit abumlanl in plant essos with typeiocidsl sctivay
lwpalrds-Bolde vt ol , 20000

Thee s finding of this study was the HME tiypaoocidal sctivity on
T onal BT fooms. Tosdiikoaally, P cauliflors b e wed fion the
tiwmtnpn of pxlectious Jiwasses g D, dinc e, dysntery, Inbyrinthits
mond bronclobtly (Crus sod Ksplen, 2004 Parrs o al, 297 Agea o sl
Fooit). Recently, dee first repont on the L. ommmnmsn santipuasitic e
tiwity of . cmilifions boaf essential cils wom descrilsed (4o S e ol
S0l O el oonobosie with e sptipusite potential of
P, ceubiflorn beuf, since HME showed & signifieamt reduction of 8T of
T eru Y wieagn (DTU L b bow and tvit-eytotose comceiitsation, The Y
stemin in comidersd partially restant o BE oeatment (i el
Bt |90 ), muppoutiog the that HME nuwy be wed m o
sndrw abieinatne trestmend bon O3, sischading in cases cainwd by resstiid
strmins

Ol Myitnewne igweies jaovenied o onlang s oszon) sl
P. cormacnmpaness Ieaf cosential ol ishilbered P. fakiparom, dawing o
Ruighy st i avsmlscrind activity o] symegistie oo action with chlooogoine
[inmmes or ol 20040 The dchlomossedunolic besl sxime of M dubia,
mpplied bo Pauiviom trmaitionn] nesdicioe o oot pabain wos peporie)
for ushibit P falcpanon and L ammasnensl (Cooein o ol 2018 do
G o wl, 20200, Bargrool, & secondmy metnbolive foumded in chove
{Syrypum ormnaticun ) esseitinl o was sctrve sgunsd Tapellete) fooms
of T onmd, being mow active inypoasstgots Jome il the
wjpimantigotes. Comoboruting 100, the uhmt sctorsl sashis of dove
wmrintind ol eujamml Byt gotes sixd thismagly mhee-
tron macroseopy slowed nwelling of parmite body, followed by nockear
i Kl shorindomge (Saniuo o0 ol HIFL
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il of Bibearph vty 77 (ML) HIARIT

HME anti T, orul sotivity sy ale be afvilated to the presence of
mmmimmmm
rolated ro anteouidam, antinsciobisl and antipameite wopanies of the
Ionf, tewk, and fst extracts from P couliflors. Sone compouisls casi
romighes with mermtinne Lpah, polypeptides, emscelluba amd sodulide
poteim, nol enzymes, loading 1w nacuvation und function los. Lipe
philir flavomsids mny sl be sbls 10 s mucvolial ks
(Covianai, | W0 vy snd Persiminbes Sejlod, 20000 dr wis fomnd e
Msvimusiils, besides alieing dee mstochoidiinl BNA somgemsen, also
ishilit rmgyiees greolved in polvamioe bowathes, meeatal ol pes
site roweth nod oliffecensintion {000 o0l 200 5L Flavonolds are active
sguine  trypunescmatids, esentigg  lehmasculal | st oo
L. peranvan, & brosslensie, mod L dgfartmm (8 e sl 2005
et Markas of el 20120, Mt ot al, (20000 projosed the mechanian of
artiotn of Navesonks oo Letshmana specim, conchubing that i involvel
prmsdie apopisis by inducing kinetoplast denvge.

Furthermae, soass bl prodecty ac uyiefecing wah te cedox
balasnew of the paimites, scting eithe oo e respatony chain or an the
enll defens skt oxidative styems (Podeytson o ol 20065, Sees
= owl. 2010) bn sgreemes, o was obeerved thai ibe estment of
L mapmends with quecoetin inciesses W08 production, (gometes
nuitochondrial dydunction o e parmite asd bkt osll powth
(Proprm Silvm ot ol | 20010 Quanportin sl deonend an indubinory efiece
o T bree, the Aftkon typaossisla stiobegionl ggent (de S
w20 T ey -gaided facticostion b ngeeang el o e
imokntbon of most sctive compoands (8o = ol 20170, helplag e
ducidate thelr wechanien of setdan, Tomasln ot wl (2000 isodated
pyvane chabeones and o flavone which weie able 1o conglesely inhibi
the enzymatie activity of dw  peoiein glyosomal
ghyermldeile 3 phosphare delvdioprmee (GAPDH of T, cnesi BT a1
100 pgrmil. Avcondiog to de sithos highly ospygamted levomnes
el w0 e the sartigsl e et fo dubdiing oy
ol GAPEIH.

Finally, P codiffora alss pesnts caidioprtective ot
[ e a0 0, mn isberesting characiecistir to be mmvestigated ina
poteivtial aundidate for the rentment of duonic chagase oudisiyop:
sthy (OO0} Revverstrod is s iotsvting eongde of the spplication of
polyphmols in de vestmen of COC Vil Peircks @ 6l (2000
demmsinted (e anisouidani am) srtivity of renwe s
tral, which was nctive in the channic phase of CD by non-trypanocidal
menclinnis, seshscing cardioplysiological dysfution and improving
hsast Fuanctbon inmdoe. An ideal candiciabe for CO treatnsel, dhould alse
be active on other evolutionary phasss of T, crusl, specially on i
ewlhdlni pmmstigobe, comsabeed the mas comiag aelicston of dy vive
artivity (Crofe, 19650), These are impontant anclesr points 1o be inves
tigmtea in funse stdies, dnce trypocids] sctiviey may vy due o the
protosoan o logics] comgleuty (Topae S0

S G e

I codifloro benf contuios nuany pleenolic compoums fisvby desoribe)
i thian weke, mewily Mavonds, with keown positive e 8ecis for b
henlth, mapporting it aleophsrmscologonl s, HME exhibbvad mega
tive peevdts comewrning, genotovioty, indhees] low cytotazicity in by
nined cmisoet oo lives oell lines aad MK result idicate o possible ant-
prolifesstive slfece on Heplie cells. Bewdos that, this i the first popos of
HME ihibsiony piope ties aguinet T orusl BT |V stisind o noscyioios

GFA-L, MBLF, BCRAG and IF supervised the projedt. IF, GAFA, CFA L,
nirsd BORALG desigrad the syperiments. CFA L BVDNG, MIPS nnd BURAG
fiewtly wiote the uanuscripe, with contrilutiom from all sl 0 aod
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extmotion experiments were performed by MOPS, MPS and ECRAG.
ducted by MCPS, LOC and MSLF. Mumgenicity, Eukaryotic cell vinbility,
Micronuclel mssoy in cell culnuwes mzays were conducted by BVDCG,
EKCD, CAFA ond CFA-L Trypanocidal efficecy nssays were comducied
by CFAL I slico predictions were perfommed by BVDG and CRA-L All
nuthors evitieally revised the mamuseripe and gave thir final approvel
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3.2 Proposta de artigo “In vitro and in silico study of mutagenicity, cytotoxicity and
pharmacokinetic properties of novel 3-nitro-1,2,4-triazole-based derivatives” — a ser

submetido
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Abstract

The 3-nitro-1,2,4-triazole multi-target derivatives have shown promising results in the search
for more selective antitrypanosomal drugs, despite nitrocompounds are still related to toxicity
issues. This study aimed to investigate pharmacokinetic profile, mutagenicity and cytotoxicity
of novel 3-nitro-1,2,4-triazole derivatives. In silico predictions of pharmacokinetics and toxicity
were conducted on LAZAR, pkCSM and SwissADME. Mutagenicity was assessed by the Ames
Test, using strains TA98 and TA100. Hepatotoxicity was determined by WST-1 and LDH
assays, against F C3H and HepG?2 liver cell lines. The compounds were predicted as potential
mutagens with two Brenk’ Structural Alerts, and one of them as a probable carcinogen in rats.
Besides, they were also predicted as hepatotoxicity inducers and as substrates of CYP450
enzymes related to drug-drug interactions. Complementary, the compounds induced base-pair
substitution and frameshift mutations and the function of metabolic activation on mutagenicity
was influenced by the type of substituent. The compounds induced mostly cytotoxicity
associated to cell membrane damage, with lethal concentrations higher than the trypanocidal
concentrations reported previously. The results confirm previous evidence that despite showing

improved selectivity, 3-nitro-1,2,4-triazole derivatives may induce DNA damage, even
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presenting a large safe threshold between mutagenic and trypanocidal concentrations. Thus, the
presented results contribute to the understanding of the role of different substituents in
modulating the toxicity of these compounds. Furthermore, the in silico tools were efficient in
predicting mutagenicity, reaffirming their relevant role in guiding the preclinical research of

new drugs for neglected diseases.

Keywords: nitrotriazoles, Trypanosoma cruzi, Chagas Disease, mutagenicity, cytotoxicity.

Highlights

e Two novel 3-nitro-1,2,4-triazole-based derivatives were mutagenic on Ames test

e The influence of metabolic activation on mutagenicity differed between compounds
e [nsilico analysis indicated structural alerts for nitro groups and O—N single bond

¢ One of the derivatives was predicted as a potential carcinogen for rodents

e [n vitro cytotoxicity was evaluated using HepG2 and F C3H liver cell lines

1. Introduction

Affecting over 7 million people worldwide, Chagas Disease (CD) is a neglected tropical
disease, no longer limited by the tropics. With estimated global costs around US$ 7.2
billion/year [1], CD has become an emerging global public health concern due to the increase
of cases in non-endemic regions such as the United Stated, Canada and some European
countries, related to population migration, blood transfusion, organ transplantation and
congenital transmission [2]. In Brazil, in the last 15 years, the systematic occurrence of
infections related to oral and vector transmission, mainly in the Amazon region, has contributed
to the maintenance of a prevalence estimated at 1 million people infected by Trypanosoma cruzi
[3].

Approximately, 10% of the patients suffer from digestive, neurological or mixed
alterations, while 30% develop cardiac disorders, also known as chronic chagasic
cardiomyopathy (CCC), the main responsible by the high CD morbimortality. Together, these
complications are associated with about 12,000 deaths/year [4,5]. Despite the alarming
epidemiological data, more than 100 years after its discovery [6], only two drugs are
internationally accepted for CD treatment. The nitroheterocyclic compounds Benznidazole

(BZN) and Nifurtimox (NFX) date from the 1970s and are mostly effective in the acute phase
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of CD, presenting low cure rates in the chronic form (15-30%) [7,8]. In addition, both are
associated with a high frequency of adverse effects of 53% and 85%, for BZN and NFX,
respectively, which led to the suspension of the use of NFX in Brazil [9]. Therefore, the need
for efficient, cheap drugs without significant adverse effects is urgent [10].

Among several drug discovery strategies in the search for new trypanocidal agents, the
design of multi-target compounds has excelled [11]. Several evidences indicated that the
inclusion of a nitro group increases the bioactivity of imidazole, thiazole and triazole
compounds [12,13]. Among them, 3-nitro-1,2,4-triazole derivatives they have been showing
the most promising results. They contain a 1,2,4,-triazole core, which acts on the 7" cruzi CYP51
enzyme, inhibiting ergosterol biosynthesis [ 14], and attached to this core, there is a nitro group,
which suffer sequential reductions, resulting in the production of toxic metabolites to the
parasite [15]. In this sense, Papadopoulou et al. [12,16,17] have been exploring this core,
demonstrating that it increases the efficacy and reduces the in vitro toxicity of its derivatives,
when compared to 2-nitroimidazole and 1,2,4-triazole. They also observed that the addition of
a phenyl nucleus improved the anti-7. cruzi activity of the compounds, when compared to other
aromatic rings.

A derivative that stood out in Papadopoulou et al. [12] investigations was the compound
1, which showed high selectivity against 7. cruzi Tulahuen amastigotes. Based on these
findings, our group [18] developed the analogue 2 through a viable and low-cost synthetic route,
having 1 as its synthesis intermediate. At low concentrations, compound 2 inhibited about 90%
of the parasite activity, not inducing toxicity to the host cell, presenting selectivity higher than
1 and BZN (unpublished data).

Despite the promising results, considering the genotoxicity and carcinogenicity issues
associated to nitrocompounds [19-21], an essential step before the progression to in vivo studies
is the mutagenicity assessment. Although previous data reporting that 3-nitro-1,2,4-triazole
derivatives are relatively less mutagenic than 2-nitroimidazole and 1,2,4-triazole analogues
[16], such evaluations have not yet been conducted for compounds 1 and 2. The ICH
(International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use) guideline M7 determines that if the data about the classification with respect to
mutagenic and carcinogenic potential are not available, an assessment of Structure-Activity
Relationships (SAR) approaching bacterial mutagenicity predictions should be performed [35].
Therefore, this study aimed to investigate the pharmacokinetics, cytotoxicity and mutagenicity

profile of 3-nitro-1,2,4-triazole-based derivatives, combining in silico and in vitro models.
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2. Material and Methods

2. 1 Chemicals

Dimethyl sulfoxide (DMSO; (CH3)2SO; purity: > 99%; CAS 67-68-5) was acquired
from Merck (Darmstadt, HE, Germany). Oxoid nutrient broth No. 2 (catalog #CM0067B) was
purchased from Thermo Fisher Scientific (Carlsbad, CA, USA). Reagents for cell culture,
penicillin-streptomycin, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum
(FBS), Trypsin-EDTA 1X (catalog #T3924) and Trypan Blue (0.4%; CAS 93595); Cell
Proliferation Reagent WST-1, Cytotoxicity Detection Kit (LDH), ampicillin (CisH19N304S;
purity: > 99%; CAS 69-53-4), 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO; CoHsN20Os3; purity: > 98%;
CAS 56-57-5), sodium azide (SA; NaNj3; purity: > 99%; CAS 26628-22-8), 2-aminoanthracene
(2-AA; CisHiN; purity: > 96%; CAS 613-13-8), Triton' X-100 (catalog #93443) and other
chemicals of analytical grade were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Lyophilized Aroclor 1254-induced rat liver S9 fraction (S9; catalog #11-01L.2) was acquired
from Molecular Toxicology (Boone, NC, USA).

2.2 Compounds

The 3-nitro-1,2,4-triazole derivatives (Figure 1) were provided by Dr. Nubia Boechat
(Laboratorio de Sintese Organica, Instituto de Tecnologia em Farmacos, Farmanguinhos —
FIOCRUZ). The compounds were synthesized through a simple and inexpensive synthetic
route, and characterized by gas chromatography-coupled electron ionization mass spectrometry,
high resolution electrospray ionization mass spectrometry, Fourier transform infrared
spectroscopy, 'H and *C nuclear magnetic resonance and their two-dimensional homonuclear
H/H or heteronuclear H/13C techniques, were performed as described by Menozzi [18]. Stock
solutions were prepared by dilution in DMSO.
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Fig. 1. Chemical structure of the 3-nitro-1,2,4-triazole-based derivatives.

2.3 Bacterial strains

Initially, the histidine-dependent (his”) strains TA98 and TA100 of Salmonella
typhimurium were checked for genotype confirmation [22]. For the mutagenicity assays, the
strains were inoculated in 10 mL of Oxoid nutrient broth No. 2 containing 25 pg/mL ampicillin,
and incubated overnight (15-18 h) at 371 °C, on an orbital shaker (CT-712, Cientec, Belo
Horizonte, MG, BR) at 150 rpm, to obtain approximately a concentration of 1-2 x 10° cells/mL,

confirmed by titration in nutrient agar plates.

2.4 Cell culture

Human hepatocellular carcinoma HepG2 (ATCC #HB-8065) and mouse liver fibroblast
F C3H (BCRJ #0082) cell lines were grown in DMEM supplemented with 10% FBS, sodium
bicarbonate 3.7 g/L, 100 ug/mL penicillin-streptomycin. The cells, maintained in T25/175 cm?
flasks at standard conditions (37+1 °C, 95% relative humidity and 5% CO2), were split each
time they reached 80-90% confluence, using a solution containing 0,05% Trypsin and 0,02%
EDTA. Trypan Blue exclusion method was used for viable cells counting in a Neubauer’s

chamber.

2.5 In silico study of physicochemical and ADMET properties

The chemical structures of the compounds were designed by the ChemDraw® JS
platform (https://chemdrawdirect.perkinelmer.cloud/js/sample/index.html) to obtain the
SMILES sequences (Simplified Molecular Data Line Input System). The predictions were
performed applying three Quantitative Structure-Activity Relationships (QSAR) algorithms.
Toxicological properties were predicted with the LAZAR algorithm (https:/lazar.in-

silico.ch/predict), a modular predictive toxicology framework based on similarity of chemical
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alerts [23]. The physicochemical and pharmacokinetic properties, such as absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADMET), were evaluated by the pkCSM
algorithm (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) [24] and by the SwissADME tool
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) [25]. SwissADME was also used for
prediction of drug-likeness and medicinal chemistry friendliness. The prediction of drug-
likeness by SwissADME is based on the Lipinski's Rule of Five [26], which states that poor
absorption or permeation of a molecule is more likely when it fulfills two or more of the
following criteria: more from 5 hydrogen bond donors (-NH—, —OH); more than 10 hydrogen
bond acceptors (—N=, —O-); the molecular weight is greater than 500 Da; and the value of the
partition coefficient (Clog P) is higher than five.

2.6 Mutagenicity assay

The pre-incubation method of Ames test was carried out according to standard protocols
previously described [22,27]. DMSO was used as negative control. Positive controls without
metabolic activation (-S9) were 4-NQO (0.5 pg/plate) for TA98 and SA (5 pg/plate) for TA100.
With metabolic activation (+S9): 2-AA (5 pg/plate) for both strains. Briefly, 100 pL of
stationary growth cultures of each strain (1-2 x 10° cells/mL) were pre-incubated for 20 min on
an orbital shaker (150 rpm) at 37+1 °C, with 500 pL of 0.2 M phosphate buffer pH 7.4, or 500
puL of S9 mix (4%), and 100 pL of compounds dilutions (0.05-500 uM) or controls. After
incubation, 2 mL top agar (0.7% agar, 0.5% NaCl, 0.05 mM L-histidine and D-biotin) at
45+3 °C were added and gently mixed. The final mixtures were poured on glucose minimal
agar plates (1.5% agar, 10 g/LL MgS04.7H>0; 100 g/L CsHsO7.H20; 500 g/l KoHPO4; 175 g/L
Na(NH4)HPO4.4H>0O, 2% glucose) and incubated for 72 h at 37+1 °C. The results were
expressed as mean revertant colonies (His") per plate, standard deviation (SD) and mutagenicity
index (MI), calculated as the ratio between the number of colonies in the test group and the

number of colonies in the negative control group [28].

2.7 Cytotoxicity assays

The water-soluble tetrazolium (WST-1) and the lactate dehydrogenase (LDH)
cytotoxicity assays were conducted in accordance with the manufacturer specifications [29,30].
HepG2 and F C3H cells, seeded in a 96-well flat-bottomed plate at a density of 1 x 10*
cells/well, were treated with the compounds at different concentrations (3.3-2,400 uM) for 24,
48 and 72 h at standard conditions. DMSO 1% was used as the negative control and Triton X-
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100 4% as the positive control. After exposure, the supernatant was replaced by 100 uL of WST-
1 2% in DMEM and incubated for 3 h in the dark at standard conditions. The absorbance was
measured at 440 nm on a microplate reader (Polaris, Celer, MG, Brazil). For the LDH assay,
after treatment, 75 puL of supernatant from each well was transferred to a 96-well flat-bottomed
plate and 75 pL of reaction mixture freshly prepared were added to each well. After 30 min of
incubation in the dark at room temperature, the absorbance was measured at 492 nm. The results

were expressed as percentage of cytotoxicity, calculated according to the kit protocols.

2.9 Statistical analysis

All assays were performed in triplicate and repeated at least two times. Statistical
analyses were carried out in GraphPad Prism software (version 5.00, GraphPad Software,
USA). Samples were considered mutagenic when a dose-dependent increase in the number of
revertants was observed, MI > 2 and statistical analysis by one-way ANOVA followed by
Dunnet’s post hoc test showed p <0.01. The lethal concentration for 50% (LCso) was calculated
by non-linear regression of log dose versus normalized response (agonist behavior). For
cytotoxicity assays, statistical differences between the groups were analyzed by one-way

ANOVA and Tukey’s post hoc tests (p < 0.05).

3. Results

3. 1 In silico physicochemical and ADMET profile prediction

The physicochemical, drug-likeness and Medicinal Chemistry properties of the
compounds obtained by prediction are summarized in Table 1. For being analogous, the
compounds have generally similar physicochemical characteristics, distinguishable by slight
variations in molecular weight, fraction Csp3, H-bond donors, molar refractivity, topological
polar surface area (TPSA), lipophilicity and water solubility. These variations are graphically
represented in the Bioavailability Radars in Fig. 2b-c. In this model, pink area represents the
range of optimal values for each property (lipophilicity: -0.7 < Log Pow < +6.0, size: 150 <MW
< 500 g/mol, polarity: 20 < TPSA < 130 A, solubility: LogS < 6, saturation: fraction Csp® >
0.25, and flexibility: <9 rotatable bonds [25]. From these properties, only insaturation point is

out of the pink area, since the compounds have a fraction Csp® < 0.25 (Table 1).



Table 1
Physicochemical properties obtained from in silico predictions for compounds 1 and 2.
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Compound 2

Property Compound 1
Molecule properties
Molecular weight 308.29 g/mol
Number heavy atWHO 23
Number of aromatic heavy atWHO 17
Fraction Csp’ 0.06
Number of rotatable bonds 5
Number of H-bond acceptors 5
Number of H-bond donors 0
Molar refractivity 86.26
TPSA® 93.6 A2
Lipophilicity
Log Po/w 3.3
Water Solubility
Consensus LogS 0.026

Drug-likeness

310.31 g/mol
23
17
0.12
5
5
1
86
96.76 A

1.67

0.204

Lipinski Yes; 0 violation Yes; 0 violation
Bioavailability Score 0.55 0.55
Medicinal Chemistry
PAINS® 0 alert 0 alert
Brenk’ Structural Alerts 2 alerts: nitro group, oxygen-nitrogen single bond 2 alerts: nitro group, oxygen-nitrogen single bond
Lead-likeness Yes Yes
Synthetic accessibility 2.66 3.29

@ TPSA: topological polar surface area. ® Data from PubChem. ¢ PAINS: pan-assay interference compounds.
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According to the BOILED-Egg (Fig. 2a), both derivatives are highly probable of passive
gastrointestinal (GI) absorption, but not considered passive blood-brain barrier (BBB)
penetrants, results confirmed in pkCSM prediction (Table S1,S2). The compounds were
predicted as non-subjects to active efflux (PGP") of P-glycoprotein (P-gp), but are potential P-
gp inhibitors. In drug-likeness predictions (Table 1), the compounds comply with all Lipinski's
rules and have the same bioavailability score (0.55). The compounds were considered lead
compounds, although presenting two Brenk’ Structural Alerts (BSA) for nitro groups and
oxygen-nitrogen single bond. The synthetic accessibility (SA) score ranged from 2.66 to 3.29,

for 1 and 2, respectively.

Cwinjrrmnd |
Compauml 2

Fig. 2. SwissADME prediction of bioavailability and distribution for compounds 1 and 2. A
Boiled-Egg prediction of gastrointestinal absorption (GI) and blood-brain barrier (BBB)
penetration is shown in (a). The white region represents high probability of passive GI
absorption and the yellow region represents high probability of BBB penetration. Both
compounds were predicted as GI absorbed, non-substrates of P-glycoprotein (PGP™) and not
BBB penetrants (1: TPSA 93.6 A, Log Poiw3.3;2: TPSA 96.76 A, Log Pon 1.67). Bioavailability
radars of physicochemical properties are presented in b) 1 and c) 2. The pink area represents
the drug-likeness optimal range for each property: lipophilicity (LIPO), size (SIZE), polarity
(POLAR), solubility (INSOLU), saturation (INSATU) and flexibility (FLEX).

Tables S1 and S2 summarize the pharmacokinetic properties predicted with pkCSM and
SwissADME. The compounds presented a relatively low skin permeability coefficient (Kp) of
-2.67 and were predicted as non-sensitizers (data not show). Volume of distribution at steady
state (VDss) was between 0.371-0.465 L/kg, and fraction unbound was between 0.058-0.071.
In relation to metabolism by cytochrome P450 (CYP450) enzymes, both were predicted as
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CYP3A4 substrates and as CYP1A2, CYP2C19 and CYP2C9 inhibitors. The compounds
presented a total clearance index of ~1.5 and were not predicted as renal OCT2 substrates.
The prediction of toxicity properties (Table S3,S4) indicated both compounds as
potential mutagens on Ames test and hepatotoxicity inducers, but not hRERG inhibitors. Oral rat
acute toxicity (LDso, median lethal dose, rat) was 2.592 and 2.627 mol/kg, for 1 and 2,
respectively. Oral rat chronic toxicity (LOAEL, lowest observed adverse effect level, rat) of 1
(27.6 mg/kg/day) was 2-fold higher than 2 (13.8 mg/kg/day). Maximum tolerated dose (MTD,
human) ranged from 2.023 and 1.803 mg/kg/day in pkCSM, LAZAR was only able to predict
this value for 1 (17.6 mg/kg/day). LAZAR was not efficient in predicting most of the parameters
for not finding similar substances for threshold 0.2 with experimental data in the training
dataset. However, it predicted 1 as a potential carcinogen in rodents. Regarding the bioindicator
models, IGCso (negative logarithm of 50% growth inhibitory concentration) ranged from 0.532
to 0.517 log png/L for Tetrahymena pyriformis, and LCso ranged from 0.031 to 7.145 mM for

fathead minnow (Pimephales promelas), to 1 and 2 respectively.



Table 2

Dose response data for mutagenicity of compounds 1 and 2 on Salmonella typhimurium strains TA98 and TA100.

Compound 1 Compound 2

Metabolic condition (LM) TA98 TA100 TA98 TA100
0 37+9(1.0) 189 + 21 (1.0) 43+ 6 (1.0) 107 £ 4 (1.0)
0.05 212+ 11 (5.7)% 189 + 30 (1.0) 37 +4(0.9) 93 + 13 (0.9)
i 0.5 249 £ 13 (6.7)% 191 £ 12 (1.0) 39+£3(0.9) 113 £2 (1.0)
> 5 265 + 15 (7.1)% 159 £ 4 (0.8) 39+ 6 (0.9) 116 + 8 (1.1)
50 271 + 13 (7.3)% 152+ 11 (0.8) 37+1(0.9) 124 +9 (1.2)
500 547 + 44 (14.7)% 137 £ 13 (0.7) 46+ 6 (1.1) 204 23 (1.9)

0 35+1(1.0) 207 + 14 (1.0) 36£3(1.0) 83 +4(1.0)
0.05 28 £ 11 (0.8) 227+ 13 (1.1) 37+ 5 (1.0) 102+ 7 (1.2) <
) 0.5 27+1(0.8) 243 £10(1.2) 48 +3 (1.3) 111+£8(1.3)°
> 5 37+1(1.1) 213 + 14 (1.0) 51+£3(1.4) 127 £7 (1.5)°
50 33+£9(1.0) 186 + 8 (0.9) 61+ 10 (1.7) 160+ 6 (1.9)¢
500 29+5(0.8) 164 + 20 (0.8) 118 £10 (3.3) 257+7@3.1)¢

SD: standard deviation. MI: mutagenicity index. *-S9: absence of metabolic activation. ® +S9: presence of metabolic activation. ¢ Statistically
significant differences analyzed by one-way ANOVA followed by Dunnet's post hoc test (°'p < 0.05; “>p <0.01; “*p < 0.001 versus negative control;
n = 3 in triplicate). Positive responses marked in bold when MI > 2.
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3.2 Mutagenicity induction in TA98 and TA100

Compound 1 (-S9) induced a statistically significant (p < 0.01) dose-dependent
mutagenic response in TA98 for all concentrations tested, with the MI ranging from 5.7-14.7
(Table 3). Compound 2 (-S9) induced a 2-fold increase in the mean revertants compared to the
negative control, presenting a MI of 1.9 at the highest concentration (500 pM), close to the
value needed to be considered mutagenic (2.0), however no statistical significance was
indicated. With S9, 2 triggered significant mutagenic events in both strains; for TA100, a
significant dose-dependent curve was observed, with the MI ranging from 1.2-3.1, while for
TA98 the highest concentrations (50 uM, IM 1.7; 500 uM, IM 3.3) were significant. Besides, 1
induced deviation from linearity in TA98 and 100 (+S9) and a decreasing linearity in TA100 (-
S9), due to toxicity at the highest doses. Positive controls -S9 (revertants = SD): 4-
nitroquinoline-N-oxyde (4-NQO) (0.5 pg/plate) for TA98 (529 + 39); sodium azide (SA) (5
ug/plate) for TA100 (707 + 36). Positive controls +S9: 2-aminoanthracene (2-AA) (5 pg/plate)
for TA98 (179 = 7) and TA100 (1,000 £ 207).

3.3 In vitro hepatotoxicity profile

Fig. 3 shows the dose-response curves (Fig. 3a-1) and LCso values (Fig. 3m) obtained
from the cytotoxicity assays. In the WST-1 assay the compounds less effective in inducing
mitochondrial dysfunction damages at the tested concentrations, with exception for compound
2 on HepG2 with, LCso, 24 h 1,202 = 1 uM and LCso, 72 h 171,1 £ 1 uM (Fig. 3j,LLm). Both
normal and cancer cell lines presented mostly membrane damage cytotoxicity measured by
LDH assay. F C3H was more sensitive to compound 1 after 48 h of exposure LCsp 4.9 = 1 uM
(Fig. 3b,m), while HepG2 was more sensitive to compound 2 after 48 h of exposure LCs¢ 325.5
+ 2 uM (Fig. 3k,m). With exception to HepG2 treated with 1, LDH 48 h assays presented

deviation from linearity when compared with other exposure times.
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Fig. 3. Eukaryotic cytotoxicity of compounds 1 and 2. Left columns represent F C3H (a-¢) and HepG2 (d-f) cells exposed to compound 1. Right
columns represent F C3H (g-i) and HepG2 (j-1) cells exposed to compound 2. After 24, 48 and 72 h of exposure, mitochondrial function (WST-1
assay, light gray) and cell membrane damage (LDH assay, dark gray) were measured. n = 3; *one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test

(p < 0.05). * LCso: The lethal concentration for 50% of cells (m), was calculated by non-linear regression of log dose versus normalized response
(agonist behavior).
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4. Discussion

Since oral route remains the most acceptable administration method, considering patient
comfort and compliance, the focus of pharmaceutical research has been drugs with good oral
availability, to be administered in a single dose, with few or no side effects and low dosage [31].
In this sense, in silico ADMET studies at drug discovery early stages can help to decrease
pharmacokinetics related failures in later phases of development [32]. The only unfulfilled
criteria for the compounds to fully fit within the Bioavailability Radar was the low fraction
Csp’, a saturation-based measure of complexity. For Lovering et al. [33], molecules with greater
saturation are more likely to succeed from discovery to drug stage, associated with the increase
of receptor/ligand complementarity, improvement of physical characteristics, such as solubility,
and improvement of potency and selectivity for a given target, mitigating off-target effects.

The compounds are likely not BBB penetrants, minimizing potential neurotoxic effects
on the CNS through this gateway, but also reducing the possibility of application in nervous
manifestations of diseases caused by trypanosomatids [34-38]. In contrast, in terms of active
transport, they were not predicted as P-gp substrates but are potential P-gp inhibitors, interesting
characteristics for trypanocidal candidates, since they are likely to be able to escape the
resistance mechanism related to this transporter. P-gp (ABCB1), is an efflux transmembrane
protein member of ATP-binding cassette transporters (ABC-transporters), associated with the
xenobiotics defense mechanism [39,40] and with multi-drug resistance phenotypes [41] in
protozoan parasites, including 7. cruzi [42—45]. Additionally, the compounds are not probable
hERG-related cardiotoxicity inducers, a desirable feature for an anti-chagasic candidates, since
hERG-induced arrhythmia could aggravate CCC [46].

Regarding cytotoxicity, Papadopoulou et al. [12] assessed the activity of compound 1
on L6 cells (rat skeletal myoblasts) in AlamarBlue assay, also measuring mitochondrial
function, obtaining a LCso of 219.5 uM after 72 h of incubation. Compound 2, was evaluated
by Menozzi [18] on L929 murine fibroblasts in AlamarBlue assay for 96 h, obtaining LCso >
200 and > 1,600 pM (SI: 958 and 4.32 x 10°), for compounds 1 and 2, respectively. L6 and
L929 cells present different metabolic capability when compared to liver cell lines as F C3H
and HepG2, applied as hepatotoxicity indicators, and are often employed as 7. cruzi host cells,
therefore being evaluated for longer periods of incubation [47,48]. For comparison purposes,
in the higher exposure period evaluated in the present study, 1 was less cytotoxic to both cell
lines, and both compounds induced mostly cell membrane damages. Nonetheless, the LCso

values are still higher than the reported ICso values, confirming the greater selectivity of the
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compounds for the parasite.

In silico tools for prediction of mutagenicity are an established and useful method to
determine initial steps in the identification of DNA reactive agents, aiming to limit potential
carcinogenic risks [49]. The first predictive indicator of the mutagenicity of the compounds was
the BSA [25], a list containing 105 fragments related with unwanted characteristics, such as
toxicity, chemical reactivity, metabolic instability or unfavorable pharmacokinetic properties
[50]. Both compounds presented two BSA for nitro groups and oxygen-nitrogen single bond.
Ashby and Tennant [20] earlier described definitive relationship among chemical structure,
Salmonella mutagenicity and rodents carcinogenicity, associating alerts for DNA reactive
chemical groups, such as amino/nitro types, including substituents as —-NO and -NO. They also
demonstrated that 70% of this group were rodent carcinogens, 86% were mutagenic to
Salmonella, and that the Salmonella assay showed high sensitivity for structurally alerting
chemicals.

Complementary, the mutagenic potential predicted for the compounds was confirmed
by in vitro experiments with TA98 and TA100. Considering the limited availability of the
compounds, the strains were chosen for their ability to detect 93% of the bacterial mutagens
detected collectively by all the TG471-recommended bacterial strains [51,52], reducing cost,
time and redundancy of the results. The pre-incubation method, more sensitive to
nitrocompounds [53], was effective in detect mutagenicity, since it allows a higher probability
of short-lived mutagenic metabolites to react with the tester strains in the small volume of pre-
incubation mixture, and consequently higher concentration of S9 mix [54-58].

According to our results, TA98 was more sensitive to detect mutagenicity induced by 1
since the lowest concentrations, indicating frameshift mutations affecting reading frames of
nearby repetitive -C—-G—C-G—C-G—C-G- sequences [59], a characteristic reversion for nitro-
aromatic mutagens [27]. Moreover, S9 addition was not necessary to identify DNA damage by
compound 1, suggesting it may act as a direct mutagen or be activated by endogenous bacterial
enzymes, as acetyltransferase and nitroreductase [60]. The cytotoxicity of 1 more pronounced
on TA100, is possibly related to its genetic background, more sensitive than TA98 to the
cytotoxic effects of chemicals [61]. On the other hand, the strains were less sensitive to 2, which
required higher concentrations and metabolic activation to induce frameshift and base-pair
substitution [22,62]. Considering the predictive relation of positive mutagens in this assay with
rodents carcinogenicity [63], 2 was predicted as a potential carcinogen in rodents.

Mostly, nitroheterocyclic compounds act as pro-drugs, which need to be activated to
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exert their bioactivity [64], such as nifurtimox and BZN, activated by an oxygen-insensitive
type I nitroreductase (INR), expressed in trypanosomes but absent in mammalian cells. INR
fragments the heterocyclic ring by carrying out a series of two-electron reduction reactions,
resulting in the production of toxic metabolites [66]. In 2-nitroimidazoles, the hydroxylamine
metabolite may undergo rearrangement and hydration, producing a dihydro-
dihydroxyimidazole, which after decomposition, releases glyoxal. The latter two products
interact with biomolecules, including DNA, forming adducts and thiols [67,68]. Papadopoulou
et al. [69] showed that 3-nitro-1,2,4-triazoles are also INR substrates, therefore, it is possible
that they have a similar mechanism of action in terms of interaction with the parasite DNA.

As well as 3-nitro-1,2,4-triazoles act as pro-drugs, they also may act as pro-mutagens,
inducing mutations after S9 metabolization. S9 fractions contain both microsomal and cytosolic
fractions, combining phase I and phase Il enzymes [70], including CYP450 members [71].
According to our in silico predictions, both compounds are not CYP3A4 inhibitors such as
azoles, including ketoconazole and fluconazole [72], but are potential CYP3A4 substrates,
which may play a role on the mutagenic activity of 2. Further, the compounds were predicted
as potential CYP1A2, CYP2C19 and CYP2C9 inhibitors, pointing out that in addition to
unwanted effects related to mutagenicity, the compounds may lead to drug-drug interactions
[73].

Although there are many data available on nitroimidazoles, studies addressing the
mutagenicity of nitrotriazoles are still scarce. To our knowledge, this is the first report of
mutagenic potential of 3-nitro-1,2,4-triazoles on TA98 and TA100. Papadopoulou et al. [16]
evaluated the mutagenicity of a 3-nitrotriazole-based benzylamide with excellent in vivo
antichagasic activity (ICso 0.113 uM) using TA98 and TA7001-7006, a set of mixed strains,
each of which carries a unique missense mutation in the histidine biosynthetic operon [74]. The
compound induced mutation for the mixed strains with S9 at the highest concentration (1000
ng/mL), toxic to L6 cells (rat skeletal myoblasts). However, at the absence of linear dose-
response, the authors assumed the existence of a safe threshold. They also of observed that 2-
nitroimidazole compounds were associated with mutagenic activity in a greater degree than 3-
nitrotriazoles.

In megazol, the mutagenic activity is associated with the reduction of the nitro group at
position 5 of the nitroimidazole ring [75]. However, Boechat et al. [19] demonstrated that the
nitro group is not solely responsible for nitroimidazoles genotoxic activity, showing the

importance of the study of nitroderivatives to understand which substitutions can reduce or
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eliminate mutagenic effects, maintaining the trypanocidal potential. It is also important to
emphasize that despite the high predictive value for rodent carcinogenicity when a positive
response is obtained, mutagenicity in S. fyphimurium strains is not necessarily translated to
mutagenicity in humans [16]. For instance, despite BZN mutagenicity in humans has never
been reported, it shows significant mutagenicity at relatively low concentrations (> 50 pug/ml)
for TA98 [76] and TA100 [77]. Furthermore, in a mutagenicity study with the serum and urine
from guinea pigs, Ferreira et al. [78] demonstrated that BZN is not metabolized by the
mammalian host into stable mutagenic derivatives detectable by S. typhimurium strains,
suggesting reduced risk of potential carcinogenic effects in humans. Thus, considering the
promising selectivity of 3-nitro-1,2,4-triazoles derivatives, their genotoxic potential must be
better enlightened using different models of assessment [79], providing information on the best
substituents for the development of safer and more effective prototypes of trypanocidal

compound.

5. Conclusion

In summary, we demonstrated that the type of substituent bonded to the 3-nitro-1,2,4-
triazole derivatives has a significant influence on their toxicity profile. Compound 1 was
mutagenic to all concentrations tested for TA98 without metabolic activation, while both tested
strains were less sensitive to compound 2, which only induced mutations at highest
concentrations. These findings stimulate further studies, to better understand the extension of
the DNA damage induced by the compounds, aiming at a better understanding of the
mechanisms and magnitude of the effects observed in this study. Additionally, we observed a
large safe threshold between 2 mutagenic and trypanocidal concentrations, which may be
applied in future evaluations of the trypanocidal efficacy of the compounds in other evolutive

forms and in the in vivo model of 7. cruzi infection.

Author’s Contribution

CFA-L and IF supervised the project and designed the experiments. BVDG firstly wrote
the manuscript, with contributions from all authors. IF, CFA-L revised and final edited the
manuscript. The compounds were synthesized and characterized by CACM, FSC-B and NB. /n
silico predictions and statistical analysis were performed by BVDG. Mutagenicity assays were
conducted by BVDG, EKC-D and LVS. Eukaryotic cytotoxicity assay was conducted by
BVDG, LVS and CFA-L. All authors critically revised the manuscript and gave their final



77

approval.

Declaration of competing interest

The authors declare that there is no conflict of interest.

Acknowledgments

The authors thank to Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ) and Organic Synthesis Lab

crew, headed by Dr Nubia Boechat for providing and characterizing the compounds. The

authors thank the financial support by Coordination of Superior Level Staff Improvement
(CAPES) (Code 0001); The Carlos Chagas Filho Foundation for Research Support of the State
of Rio de Janeiro (FAPERJ), awards: E-26/202.759/2017 (IF), E-26/010.002119/2019 (CFA-L
and IF), E-26/010.100956/2018 (CFA-L); and The National Council for Scientific and
Technological Development (CNPq), awards: 302345/2017-5 (IF).

References

[1]

[9]

B.Y. Lee, K.M. Bacon, M.E. Bottazzi, P.J. Hotez, Global economic burden of Chagas
disease: a computational simulation model, Lancet Infect. Dis. 13 (2013) 342-348.
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(13)70002-1.

N. Elkheir, J. Carter, A. Garcia-Mingo, P. Chiodini, Chagas disease in non-endemic
settings, BMJ. 373 (2021) n901. https://doi.org/10.1136/bmj.n901.

M. da S. BRASIL, Boletim epidemiolégico: Doenga de Chagas, (2021).
https://www.gov.br/saude/ptbr/media/pdf/2021/abril/14/boletim_especial chagas 14abr
21 b.pdf.

WHO, Chagas disease (American trypanosomiasis), World Health Organ. (2020).
https://www.who.int/news-room/q-a-detail/chagas-disease (accessed October 31, 2021).
WHO, Chagas disease, World Health Organ. (2021). https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasis) (accessed October
31, 2021).

C. Chagas, Nova tripanozomiaze humana: estudos sobre a morfolojia e o ciclo evolutivo
do Schizotrypanum cruzi n. gen., n. sp., ajente etiolojico de nova entidade morbida do
homem, Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 1 (1909) 159-218. https://doi.org/10.1590/S0074-
02761909000200008.

C. Bern, Antitrypanosomal therapy for chronic Chagas’ disease, N. Engl. J. Med. 364
(2011) 2527-2534. https://doi.org/10.1056/NEJMct1014204.

D.L. Fabbro, M.L. Streiger, E.D. Arias, M.L. Bizai, M. del Barco, N.A. Amicone,
Trypanocide treatment among adults with chronic Chagas disease living in Santa Fe city
(Argentina), over a mean follow-up of 21 years: parasitological, serological and clinical
evolution, Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 40 (2007) 1-10. https://doi.org/10.1590/S0037-
86822007000100001.

M. da S. BRASIL, Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas Doenga de Chagas,



[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

78

Ministério da Saude, Brasilia, DF, 2018.
http://conitec.gov.br/images/Relatorios/2018/Recomendacao/Relatorio PCDT Doenca
de Chagas.pdf.

W. Apt, Treatment of Chagas disease, in: Am. Trypanos. Chagas Dis., Elsevier, 2017: pp.
751-771. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801029-7.00032-0.

J. de O. Viana, M.B. Félix, M. dos S. Maia, V. de L. Serafim, L. Scotti, M.T. Scotti, Drug
discovery and computational strategies in the multitarget drugs era, Braz. J. Pharm. Sci.
54 (2018). https://doi.org/10.1590/s2175-97902018000001010.

M.V. Papadopoulou, W.D. Bloomer, G.I. Lepesheva, H.S. Rosenzweig, M. Kaiser, B.
Aguilera-Venegas, S.R. Wilkinson, E. Chatelain, J.-R. Ioset, Novel 3-Nitrotriazole-Based
Amides and Carbinols as Bifunctional Antichagasic Agents, J. Med. Chem. 58 (2015)
1307-1319. https://doi.org/10.1021/jm5015742.

C. Nava-Zuazo, F. Chavez-Silva, R. Moo-Puc, M.J. Chan-Bacab, B.O. Ortega-Morales,
H. Moreno-Diaz, D. Diaz-Coutifio, E. Hernandez-Nunez, G. Navarrete-Vazquez, 2-
Acylamino-5-nitro-1,3-thiazoles: Preparation and in vitro bioevaluation against four
neglected protozoan parasites, Bioorg. Med. Chem. 22 (2014) 1626-1633.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2014.01.029.

V. Sueth-Santiago, D. Decote-Ricardo, A. Morrot, C.G. Freire-de-Lima, M.E.F. Lima,
Challenges in the chemotherapy of Chagas disease: Looking for possibilities related to
the differences and similarities between the parasite and host, World J. Biol. Chem. 8
(2017) 57. https://doi.org/10.4331/wjbc.v8.11.57.

S. Patterson, S. Wyllie, Nitro drugs for the treatment of trypanosomatid diseases: past,
present, and future prospects, Trends Parasitol. 30 (2014) 289-298.
https://doi.org/10.1016/j.pt.2014.04.003.

M.V. Papadopoulou, W.D. Bloomer, H.S. Rosenzweig, R. Ashworth, S.R. Wilkinson, M.
Kaiser, G. Andriani, A. Rodriguez, Novel 3-nitro-1H-1,2,4-triazole-based compounds as
potential anti-Chagasic drugs: in vivo studies, Future Med. Chem. 5 (2013) 1763—-1776.
https://doi.org/10.4155/fmc.13.108.

M.V. Papadopoulou, W.D. Bloomer, H.S. Rosenzweig, E. Chatelain, M. Kaiser, S.R.
Wilkinson, C. McKenzie, J.-R. Toset, Novel 3-Nitro-1H-1,2,4-triazole-based Amides and
Sulfonamides as Potential anti-Trypanosomal Agents, J. Med. Chem. 55 (2012) 5554—
5565. https://doi.org/10.1021/jm300508n.

C.A.C. Menozzi, Obten¢do de novos derivados contendo os grupos bifenila e 3-nitro-
1,2,4-triazol como agentes anti-Trypanosoma cruzi, Dissertagdo (Mestrado em
Farmacologia e Quimica Medicinal), Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2019.

N. Boechat, A.S. Carvalho, K. Salomao, S.L. de Castro, C.F. Araujo-Lima, F.V. Mello, I.
Felzenszwalb, C.A. Aiub, T.R. Conde, H.P. Zamith, R. Skupin, G. Haufe, Studies of
genotoxicity and mutagenicity of nitroimidazoles: demystifying this critical relationship
with the nitro group, Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 110 (2015) 492-499.
https://doi.org/10.1590/0074-02760140248.

J. Ashby, R.W. Tennant, Definitive relationships among chemical structure,
carcinogenicity and mutagenicity for 301 chemicals tested by the U.S. NTP, Mutat. Res.
Genet. Toxicol. 257 (1991) 229-306. https://doi.org/10.1016/0165-1110(91)90003-E.

P. Kovacic, R. Somanathan, Nitroaromatic compounds: Environmental toxicity,
carcinogenicity, mutagenicity, therapy and mechanism: Nitro aromatic pollutants, J. Appl.
Toxicol. 34 (2014) 810-824. https://doi.org/10.1002/jat.2980.

K. Mortelmans, E. Zeiger, The Ames Sa/monella/microsome mutagenicity assay, Mutat.
Res. Mol. Mech. Mutagen. 455 (2000) 29-60. https://doi.org/10.1016/S0027-



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]
[36]

[37]

[38]

79

5107(00)00064-6.

A. Maunz, M. Giitlein, M. Rautenberg, D. Vorgrimmler, D. Gebele, C. Helma, lazar: a
modular predictive toxicology framework, Front. Pharmacol. 4 (2013).
https://doi.org/10.3389/fphar.2013.00038.

D.E.V. Pires, T.L. Blundell, D.B. Ascher, pkCSM: Predicting Small-Molecule
Pharmacokinetic and Toxicity Properties Using Graph-Based Signatures, J. Med. Chem.
58 (2015) 4066—4072. https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.5b00104.

A. Daina, O. Michielin, V. Zocte, SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small
molecules, Sci. Rep. 7 (2017) 42717. https://doi.org/10.1038/srep42717.

C.A. Lipinski, F. Lombardo, B.W. Dominy, P.J. Feeney, Experimental and computational
approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery and development
settings, Adv. Drug Deliv. Rev. 64 (2012) 4-17.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.019.

D.M. Maron, B.N. Ames, Revised methods for the Salmonella mutagenicity test, Mutat.
Res. Mutagen. Relat. Subj. 113 (1983) 173-215. https://doi.org/10.1016/0165-
1161(83)90010-9.

K.C. Chu, K.M. Patel, A.H. Lin, R.E. Tarone, M.S. Linhart, V.C. Dunkel, Evaluating
statistical analyses and reproducibility of microbial mutagenicity assays, Mutat. Res.
Mutagen. Relat. Subj. 85 (1981) 119—-132. https://doi.org/10.1016/0165-1161(81)90027-
3.

Roche, Cell Proliferation Reagent WST-1, (2021).
https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/350/51

9/cellprorobul.pdf.

Roche, Cytotoxicity Detection Kit (LDH), (2016).
https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/215/53

4/11644793001bul.pdf.

O. Ursu, A. Rayan, A. Goldblum, T.I. Oprea, Understanding drug(/likeness, WIREs
Comput. Mol. Sci. 1 (2011) 760-781. https://doi.org/10.1002/wcms.52.

A. Daina, V. Zoete, A BOILED-Egg to Predict Gastrointestinal Absorption and Brain
Penetration of Small Molecules, ChemMedChem. 11 (2016).
https://doi.org/10.1002/cmdc.201600182.

F. Lovering, J. Bikker, C. Humblet, Escape from Flatland: Increasing Saturation as an
Approach to Improving Clinical Success, J. Med. Chem. 52 (2009) 6752-6756.
https://do1.org/10.1021/jm901241e.

W. Masocha, K. Kristensson, Human African trypanosomiasis: How do the parasites enter
and cause dysfunctions of the nervous system in murine models?, Brain Res. Bull. 145
(2019) 18-29. https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2018.05.022.

A. Alencar, Encefalopatia cronica chagéasica, J. Bras. Neurol. 18 (1982) 7-12.

J. Oliveira-Filho, R.M. Vieira-de-Melo, P.S.O. Reis, A.M. Lacerda, 1.S. Neville, C.
Cincura, D.F. Menezes, L.C. Viana, P.A.P. Jesus, A.A. Lopes, F.J.F.B. Reis, K.L. Furie,
Chagas disease is independently associated with brain atrophy, J. Neurol. 256 (2009)
1363—-1365. https://doi.org/10.1007/s00415-009-5105-7.

M.O. Py, Neurologic Manifestations of Chagas Disease, Curr. Neurol. Neurosci. Rep. 11
(2011) 536-542. https://doi.org/10.1007/s11910-011-0225-8.

A. Silva, G. Vilar, A. Souza, R. Silva, M. Rocha, J. Lannes-Vieira, Trypanosoma cruzi-
Induced Central Nervous System Alterations: From the Entry of Inflammatory Cells to
Potential Cognitive and Psychiatric Abnormalities, J. Neuroparasitology. 1 (2010).
https://doi.org/10.4303/jnp/N100901.



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

80

F. Broccatelli, E. Carosati, A. Neri, M. Frosini, L. Goracci, T.I. Oprea, G. Cruciani, A
Novel Approach for Predicting P-glycoprotein (ABCBI1) Inhibition Using Molecular
Interaction Fields, J. Med. Chem. 54 (2011) 1740-1751.
https://doi.org/10.1021/jm101421d.

F. Montanari, G.F. Ecker, Prediction of drug—ABC-transporter interaction — Recent
advances and future challenges, Adv. Drug Deliv. Rev. 86 (2015) 17-26.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2015.03.001.

A.H. Schinkel, J.W. Jonker, Mammalian drug efflux transporters of the ATP binding
cassette (ABC) family: an overview, Adv. Drug Deliv. Rev. 55 (2003) 3-29.
https://doi.org/10.1016/s0169-409x(02)00169-2.

M.C.O. Campos, D.B. Castro-Pinto, G.A. Ribeiro, M.M. Berredo-Pinho, L.H.F. Gomes,
M.S. da Silva Bellieny, C.M. Goulart, A. Echevarria, L.L. Leon, P-glycoprotein efflux
pump plays an important role in Trypanosoma cruzi drug resistance, Parasitol. Res. 112
(2013) 2341-2351. https://doi.org/10.1007/s00436-013-3398-z.

J. Franco, R.C. Ferreira, S. Ienne, B. Zingales, ABCG-like transporter of Trypanosoma
cruzi involved in benznidazole resistance: Gene polymorphisms disclose inter-strain
intragenic recombination in hybrid isolates, Infect. Genet. Evol. 31 (2015) 198-208.
https://doi.org/10.1016/j.meegid.2015.01.030.

P.K. Pramanik, M.N. Alam, D. Roy Chowdhury, T. Chakraborti, Drug Resistance in
Protozoan Parasites: An Incessant Wrestle for Survival, J. Glob. Antimicrob. Resist. 18
(2019) 1-11. https://doi.org/10.1016/j.jgar.2019.01.023.

B. Zingales, R.G.A. Araujo, M. Moreno, J. Franco, P.H.N. Aguiar, S.L.. Nunes, M.N.
Silva, S. Ienne, C.R. Machado, A. Branddao, A novel ABCG-like transporter of
Trypanosoma cruzi is involved in natural resistance to benznidazole, Mem. Inst. Oswaldo
Cruz. 110 (2015) 433—-444. https://doi.org/10.1590/0074-02760140407.

A. Rassi, J.A. Marin, A. Rassi, Chronic Chagas cardiomyopathy: a review of the main
pathogenic mechanisms and the efficacy of etiological treatment following the
Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis (BENEFIT) trial, Mem. Inst.
Oswaldo Cruz. 112 (2017) 224-235. https://doi.org/10.1590/0074-02760160334.

H.H.J. Gerets, K. Tilmant, B. Gerin, H. Chanteux, B.O. Depelchin, S. Dhalluin, F.A.
Atienzar, Characterization of primary human hepatocytes, HepG2 cells, and HepaRG
cells at the mRNA level and CYP activity in response to inducers and their predictivity
for the detection of human hepatotoxins, Cell Biol. Toxicol. 28 (2012) 69-87.
https://doi.org/10.1007/s10565-011-9208-4.

B.V.D. Galvao, C.F. Araujo-Lima, M.C. Pereira dos Santos, M.P. Seljan, E.K. Carrao-
Dantas, C.A. Fortes Aiub, L.C. Cameron, M.S. Larraz Ferreira, E.C. Branco de Andrade
Goncalves, 1. Felzenszwalb, Plinia cauliflora (Mart.) Kausel (Jaboticaba) leaf extract: in
vitro anti-Trypanosoma cruzi activity, toxicity assessment and phenolic-targeted UPLC-
MSE metabolomic analysis, J. Ethnopharmacol. (2021) 114217.
https://doi.org/10.1016/j.jep.2021.114217.

J.D. Wichard, In silico prediction of genotoxicity, Food Chem. Toxicol. 106 (2017) 595—
599. https://doi.org/10.1016/j.fct.2016.12.013.

R. Brenk, A. Schipani, D. James, A. Krasowski, I.H. Gilbert, J. Frearson, P.G. Wyatt,
Lessons Learnt from Assembling Screening Libraries for Drug Discovery for Neglected
Diseases, ChemMedChem. 3 (2008) 435—-444. https://doi.org/10.1002/cmdc.200700139.
R.V. Williams, D.M. DeMarini, L.F. Stankowski, P.A. Escobar, E. Zeiger, J. Howe, R.
Elespuru, K.P. Cross, Are all bacterial strains required by OECD mutagenicity test
guideline TG471 needed?, Mutat. Res. Toxicol. Environ. Mutagen. 848 (2019) 503081.
https://doi.org/10.1016/;.mrgentox.2019.503081.



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

81

OECD, Test No. 471: Bacterial Reverse Mutation Test, OECD, 2020.
https://doi.org/10.1787/9789264071247-en.

D. Gatehouse, S. Haworth, T. Cebula, E. Gocke, L. Kier, T. Matsushima, C. Melcion, T.
Nohmi, T. Ohta, S. Venitt, E. Zeiger, Recommendations for the performance of bacterial
mutation assays, Mutat. Res. Mutagen. Relat. Subj. 312 (1994) 217-233.
https://doi.org/10.1016/0165-1161(94)90037-X.

S. Haworth, T. Lawlor, K. Mortelmans, W. Speck, E. Zeiger, Salmonella mutagenicity
test results for 250 chemicals, Environ. Mutagen. 5 Suppl 1 (1983) 1-142.

K. Mortelmans, S. Haworth, T. Lawlor, W. Speck, B. Tainer, E. Zeiger, Salmonella
mutagenicity tests: II. Results from the testing of 270 chemicals, Environ. Mutagen. 8
Suppl 7 (1986) 1-119.

T. Yahagi, M. Degawa, Y. Seino, T. Matsushima, M. Nagao, T. Sugimura, Y. Hashimoto,
Mutagenicity of carcinogenic azo dyes and their derivatives, Cancer Lett. 1 (1975) 91—
96. https://doi.org/10.1016/S0304-3835(75)95563-9.

E. Zeiger, B. Anderson, S. Haworth, T. Lawlor, K. Mortelmans, W. Speck, Salmonella
mutagenicity tests: III. Results from the testing of 255 chemicals, Environ. Mutagen. 9
Suppl 9 (1987) 1-109.

E. Zeiger, R.S. Chhabra, B.H. Margolin, Effects of the hepatic S9 fraction from aroclor-
1254-treated rats on the mutagenicity of benzo[a]pyrene and 2-aminoanthracene in the
Salmonella/microsome assay, Mutat. Res. Mutagen. Relat. Subj. 64 (1979) 379-389.
https://doi.org/10.1016/0165-1161(79)90108-0.

K. Isono, J. Yourno, Chemical Carcinogens as Frameshift Mutagens: Sa/monella DNA
Sequence Sensitive to Mutagenesis by Polycyclic Carcinogens, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S.A.71(1974) 1612-1617.

F. Kummrow, C.M. Rech, C.A. Coimbrao, D.A. Roubicek, G. de A. Umbuzeiro,
Comparison of the mutagenic activity of XAD4 and blue rayon extracts of surface water
and related drinking water samples, Mutat. Res. Toxicol. Environ. Mutagen. 541 (2003)
103—113. https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2003.07.011.

J. Jurado, E. Alejandre-Duran, C. Pueyo, Genetic differences between the standard Ames
tester strains TA100 and TA98, Mutagenesis. 8 (1993) 527-532.
https://doi.org/10.1093/mutage/8.6.527.

W. Barnes, Base-sequence analysis of his" revertants of the hisG46 missense mutation in
Salmonella typhimurium, Env. Mutagen. 4 (1982) 297.

J. McCann, E. Choi, E. Yamasaki, B.N. Ames, Detection of carcinogens as mutagens in
the Salmonella/microsome test: assay of 300 chemicals., Proc. Natl. Acad. Sci. 72 (1975)
5135-5139. https://doi.org/10.1073/pnas.72.12.5135.

A.S. de Carvalho, K. Salomao, S.L. de Castro, T.R. Conde, H.P. da S. Zamith, E.R.
Caftarena, B.S. Hall, S.R. Wilkinson, N. Boechat, Megazol and its bioisostere 4H-1,2,4-
triazole: comparing the trypanocidal, cytotoxic and genotoxic activities and their in vitro
and in silico interactions with the Trypanosoma brucei nitroreductase enzyme, Mem. Inst.
Oswaldo Cruz. 109 (2014) 315-323. https://doi.org/10.1590/0074-0276140497.

A.S. de Carvalho, R. Menna-Barreto, N. Romeiro, S. de Castro, N. Boechat, Design,
Synthesis and Activity Against Trypanosoma cruzi of Azaheterocyclic Analogs of
Megazol, Med. Chem. 3 (2007) 460—465. https://doi.org/10.2174/157340607781745519.
S.R. Wilkinson, C. Bot, J.M. Kelly, B.S. Hall, Trypanocidal activity of nitroaromatic
prodrugs: current treatments and future perspectives, Curr. Top. Med. Chem. 11 (2011)
2072-2084. https://doi.org/10.2174/156802611796575894.

G.F. Whitmore, A.J. Varghese, S. Gulyas, Reaction of 2-nitroimidazole metabolites with
guanine and possible biological consequences, [ARC Sci. Publ. (1986) 185-196.



[68]

[69]

[77]

[78]

[79]

82

G.F. Whitmore, A.J. Varghese, The biological properties of reduced nitroheterocyclics
and possible underlying biochemical mechanisms, Biochem. Pharmacol. 35 (1986) 97—
103. https://doi.org/10.1016/0006-2952(86)90565-4.

M.V. Papadopoulou, W.D. Bloomer, H.S. Rosenzweig, [.P. O’Shea, S.R. Wilkinson, M.
Kaiser, E. Chatelain, J.-R. Ioset, Discovery of potent nitrotriazole-based antitrypanosomal
agents: In vitro and in vivo evaluation, Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 6467—6476.
https://doi.org/10.1016/7.bmc.2015.08.014.

Y. Parmentier, M.-J. Bossant, M. Bertrand, B. Walther, 5.10 - In vitro Studies of Drug
Metabolism, in: J.B. Taylor, D.J. Triggle (Eds.), Compr. Med. Chem. II, Elsevier, Oxford,
2007: pp. 231-257. https://doi.org/10.1016/B0-08-045044-X/00125-5.

A.W. Hayes, Principles and methods of toxicology, Raven Press, New York, 1994.

R.G. Tirona, R.B. Kim, Introduction to Clinical Pharmacology, in: Clin. Transl. Sci.,
Elsevier, 2017: pp. 365-388. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-802101-9.00020-X.
M.F. Paine, H.L. Hart, S.S. Ludington, R.L. Haining, A.E. Rettie, D.C. Zeldin, The human
intestinal cytochrome P450, Drug Metab. Dispos. Biol. Fate Chem. 34 (2006) 880-886.
https://doi.org/10.1124/dmd.105.008672.

P. Gee, D.M. Maron, B.N. Ames, Detection and classification of mutagens: a set of base-
specific Salmonella tester strains, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91 (1994) 11606-11610.
https://doi.org/10.1073/pnas.91.24.11606.

F. Nesslany, S. Brugier, M.-A. Mouri¢s, F. Le Curieux, D. Marzin, In vitro and in vivo
chromosomal aberrations induced by megazol, Mutat. Res. Toxicol. Environ. Mutagen.
560 (2004) 147—158. https://doi.org/10.1016/j.mrgentox.2004.02.013.

M. Cabrera, M.L. Lavaggi, P. Hernandez, A. Merlino, A. Gerpe, W. Porcal, M. Boiani, A.
Ferreira, A. Monge, A.L. de Cerain, M. Gonzalez, H. Cerecetto, Cytotoxic, mutagenic
and genotoxic effects of new anti-7. cruzi 5-phenylethenylbenzofuroxans. Contribution
of phase I metabolites on the mutagenicity induction, Toxicol. Lett. 190 (2009) 140—149.
https://doi.org/10.1016/j.tox1et.2009.07.006.

R. Nagel, Genotoxicity studies with two antichagasic drugs, Mutat. Res. Lett. 191 (1987)
17-20. https://doi.org/10.1016/0165-7992(87)90164-3.

R.C. Ferreira, M.E. de Melo, M.A. Moraes Junior, L.C. Ferreira, Evaluation of genotoxic
activity in the blood and urine of guinea pigs treated with nifurtimox and benznidazole,
Braz. J. Med. Biol. Res. Rev. Bras. Pesqui. Medicas E Biol. 21 (1988) 1069-1077.

R. Corvi, F. Madia, In vitro genotoxicity testing—Can the performance be enhanced?, Food
Chem. Toxicol. 106 (2017) 600—608. https://doi.org/10.1016/j.fct.2016.08.024.



Table S1

Comparison between pKCSM and SwissADME pharmacokinetic (ADME) properties prediction of compound 1.
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pKCMS SwissADME

Property Model name Unit Prediction Unit Prediction
Absorption Water solubility (consensus) Numeric (mmol/L) 0.029 Numeric (mmol/L) 0.026
Absorption GI* absorption (human) Numeric (% Absorbed) 95.654 Categorical (Low/High) High
Absorption Skin Permeability Numeric (log Kp) -2.670 Numeric (log Kp) -5.840
Absorption P-glycoprotein substrate Categorical (Yes/No) No Categorical (Yes/No) No
Absorption P-glycoprotein inhibitor Categorical (Yes/No) Yes n.a.t —
Distribution VDssP (human) Numeric (L/kg) 0.371 n.a. —
Distribution Fraction unbound (human) Numeric (Fu) 0.058 n.a. —
Distribution BBB¢ permeability Numeric (log BB) -0.818 Categorical (Yes/No) No
Distribution CNS¢ permeability Numeric (log PS) -2.292 n.a. —
Metabolism CYP2D6° substrate Categorical (Yes/No) No n.a. —
Metabolism CYP3A4 substrate Categorical (Yes/No) Yes n.a. —
Metabolism CYP1A2 inhibitor Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) Yes
Metabolism CYP2C19 inhibitor Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) Yes
Metabolism CYP2C9 inhibitor Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) Yes
Metabolism CYP2D6 inhibitor Categorical (Yes/No) No Categorical (Yes/No) No
Metabolism CYP3A4 inhibitor Categorical (Yes/No) No Categorical (Yes/No) No
Excretion Total Clearance Numeric (ml/min/kg) 1.556 n.a. —
Excretion Renal OCT2f substrate Categorical (Yes/No) No n.a. —

2 GI: gastrointestinal. ® VDss: volume of distribution at steady state. ¢ BBB: blood-brain barrier. ¢ CNS: central nervous system. ¢ CYP: cytochrome P450. f OCT: organic cation transporter. ¢ n.a.:

not analyzed.
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Table S2

Comparison between pKCSM and LAZAR toxicity prediction of compound 1.

Model Name pKCMS LAZAR
Unit Prediction Unit Prediction

Ames toxicity Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) Yes
hERG? I inhibitor Categorical (Yes/No) No n.a. —
hERG II inhibitor Categorical (Yes/No) No n.a. —
Oral Rat Acute Toxicity (LDso?) Numeric (mol/kg) 2.592 n.a. —
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAEL®) Numeric (mg/kg/day) 27.6 n.a. -
Carcinogenicity (Rodents) n.a.® — Categorical (Yes/No) No
Hepatotoxicity Categorical (Yes/No) Yes n.a. —
Skin Sensitization Categorical (Yes/No) No n.a. —
Maximum tolerated dose (human) Numeric (mg/kg/day) 2.023 Numeric (mg/kg/day) 17.6
Tetrahymena pyriformis toxicity (pIGCso®) Numeric (log pg/L) 0.532 n.a. —
Fathead minnow toxicity Numeric (mM) 7.145 Numeric (mM) 0.206

@ hERG: human Ether-a-go-go-Related Gene. ® LDso: median lethal dose. © LOAEL: lowest observed adverse effect level. ¢ pIGC50: negative
logarithm of 50% growth inhibitory concentration. © n.a.: not analyzed.



Table S3

Comparison between pKCSM and SwissADME pharmacokinetic (ADME) properties prediction of compound 2.
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pKCMS SwissADME

Property Model name Unit Prediction Unit Prediction
Absorption Water solubility (consensus) Numeric (mmol/L) 0.07 Numeric (mmol/L) 0.204
Absorption GI absorption (human) Numeric (% Absorbed) 90.867 Categorical (Low/High) High
Absorption Skin Permeability Numeric (log Kp) -2.679 Numeric (log Kp) -6.84
Absorption P-glycoprotein substrate Categorical (Yes/No) No Categorical (Yes/No) No
Absorption P-glycoprotein inhibitor Categorical (Yes/No) Yes n.a.g —
Distribution VDss® (human) Numeric (L/kg) 0.465 n.a. —
Distribution Fraction unbound (human) Numeric (Fu) 0.071 n.a. —
Distribution BBBF¢ permeability Numeric (log BB) -0.831 Categorical (Yes/No) No
Distribution CNS¢ permeability Numeric (log PS) -2.454 n.a —
Metabolism CYP2D6° substrate Categorical (Yes/No) No n.a —
Metabolism CYP3A4 substrate Categorical (Yes/No) Yes n.a —
Metabolism CYP1A2 inhibitor Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) No
Metabolism CYP2C19 inhibitor Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) Yes
Metabolism CYP2C9 inhibitor Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) Yes
Metabolism CYP2D6 inhibitor Categorical (Yes/No) No Categorical (Yes/No) No
Metabolism CYP3A4 inhibitor Categorical (Yes/No) No Categorical (Yes/No) No
Excretion Total Clearance Numeric (ml/min/kg) 1.51 n.a. —
Excretion Renal OCT2! substrate Categorical (Yes/No) No n.a. —

a GI: gastrointestinal. ® VDss: volume of distribution at steady state. © BBB: brain blood barrier. ¢ CNS: central nervous system. ¢ CYP: cytochrome P450. f OCT: organic cation transporter. £ n.a.:
g y Y yt g p

not analyzed.



Table S4

Comparison between pKCSM and LAZAR toxicity prediction of compound 2.
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Model Name pKCMS LAZAR
Unit Prediction Unit Prediction
Ames toxicity Categorical (Yes/No) Yes Categorical (Yes/No) Yes
hERG? I inhibitor Categorical (Yes/No) No n.a —
hERG II inhibitor Categorical (Yes/No) No n.a —
Oral Rat Acute Toxicity (LDso®) Numeric (mol/kg) 2.627 n.a —
Oral Rat Chronic Toxicity (LOAELS) Numeric (mg/kg/day) 13.8 n.a. —
Carcinogenicity (Rodents) n.a.® — Categorical (Yes/No) Yes
Hepatotoxicity Categorical (Yes/No) Yes n.a. —
Skin Sensitization Categorical (Yes/No) No n.a —
Maximum tolerated dose (human) Numeric (mg/kg/day) 1.803 n.a —
Tetrahymena pyriformis toxicity (pIGCso?) Numeric (log pg/L) 0.517 n.a —
Fathead minnow toxicity Numeric (mM) 0.032 n.a. —

@ hERG: human Ether-a-go-go-Related Gene. ® LDso: median lethal dose. © LOAEL: lowest observed adverse effect level. ¢ pIGC50: negative

logarithm of 50% growth inhibitory concentration. © n.a.: not analyzed.
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4 DISCUSSAO

O primeiro trabalho apresentado nesta dissertacao explorou a atividade tripanocida e
perfil fendlico, farmacocinético e toxicoldgico do extrato hidrometandlico da folha de P.
cauliflora. O tipo de sistema-solvente e polaridade influenciam diretamente no rendimento,
composi¢ao e capacidade antioxidante de um extrato. Esta ultima esta relacionada a
transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio e a presenga de compostos nao
antioxidantes, que pode variar em fun¢do da matriz vegetal utilizada (MOURE et al., 2001;
PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). O metanol é um solvente amplamente
empregado para extracdo de fitoquimicos, tendo o sistema-solvente metanol/dgua a 20% (v/v)
uma maior eficiéncia de extracdo de fenolicos antioxidantes (DA SILVA et al., 2017).
Investigacdes preliminares conduzidas por Naspolini et al. (2016) demonstraram que o extrato
hidrometanolico (80:20) da folha de P. cauliflora possuia maior conteudo fenolico e capacidade
antioxidante que o hidroetanolico (40:60), motivando sua escolha para estudo no item 3.1.

Segundo a caracterizagdo metabolomica, o extrato era majoritariamente composto por
flavonoides, sobretudo (+)- catequina, acido digalico e hesperidina. Corroborando com
Naspolini et al. (2016), o contetdo fendlico diferiu daquele obtido pela extracao hidroetandlica.
Apesar de apresentar constituintes similares ao fruto, como quercetina e derivados, o extrato
das folhas se diferenciou especialmente pela auséncia de acido elagico e presenca de flavononas
(DONADO-PESTANA et al., 2018; NEVES et al., 2018; INADA et al., 2020). Especificidades
na variedade e abundancia dos compostos se relacionam a diferencas de propriedades biologicas
entre as partes da planta (GASPAROTTO; DE SOUZA; LIVERO, 2019).

A partir disso, os trés constituintes mais abundantes foram submetidos a analise in silico.
Um dos primeiros parametros considerados na escolha de moléculas a serem priorizadas para
sintese € o score de acessibilidade sintética (SA), que estima a facilidade de sintese (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017), um ponto relevante no desenvolvimento de fArmacos de menor
custo para doengas negligenciadas (DNDI, 2008). O SA predito no SwissADME ¢ baseado na
correlacdo da facilidade de sintese com a frequéncia de fragmentos em moléculas “realmente”
sintetizaveis, resultando numa escala de 1 (muito facil) a 10 (muito dificil). Entre as trés
moléculas, o acido digélico e a (+)- catequina tiveram os menores AS, relativamente baixos,

além de apresentarem melhor perfil de lead-likeness.
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Outro fator a ser planejado ¢ a rota de administragdo baseando-se em propriedades
farmacocinéticas. A via oral permanece como a mais aceitavel, considerando o conforto do
paciente, acessibilidade e simplicidade de utilizacdo em areas remotas (DNDI, 2012). Logo, as
pesquisas farmacéuticas focam em farmacos com boa disponibilidade oral, para administragao
de dose unica, com poucos ou nenhum efeito adverso (URSU et al., 2011). Nesse sentido,
estudos ADMET in silico nas fases iniciais da descoberta de farmacos podem ajudar a reduzir
falhas relacionadas a farmacocinética em fases tardias do desenvolvimento (DAINA; ZOETE,
2016).

Um parametro de biodisponibilidade oral frequentemente utilizado ¢ a regra de Lipinski
(2012), que descreve propriedades que definem a probabilidade de uma molécula se tornar um
farmaco oralmente disponivel, conhecidas como drug-likeness (similaridade a farmaco). Entre
os fendlicos analisados, a (+)- catequina foi a inica molécula que cumpriu a regra de Lipinski,
em acordo com seu score de biodisponibilidade de 0.55, que indica uma probabilidade de ter
ao menos 10% de biodisponibilidade oral em ratos ou em permeabilidade mensuravel em
células epiteliais de intestino humano Caco-2 (MARTIN, 2005). Apesar da hesperidina ser a
unica a ndo apresentar alertas estruturais para fragmentos indutores de toxicidade, instabilidade
metabolica, ou de falsos positivos em ensaios bioldgicos, ela ndo apresentou indicadores
adequados de SA, drug-likeness e lead-likeness.

Em continuidade, os compostos foram preditos como nao-mutagénicos € nao-
carcinogeénicos, € nos ensaios in vitro, o extrato nao induziu mutagdes pontuais em S.
Typhimurium, independentemente de ativagdo metabolica, e também nao produziu aumento na
frequéncia de micronucleos. Até entdo, ndo havia nenhuma informacdo publicada sobre a
genotoxicidade das folhas de P. cauliflora, porém os dados disponiveis sobre seus constituintes,
os descrevem como agentes quimiopreventivos € ndo genotoxicos (AHMADI;
SHADBOORESTAN, 2016; CALOMME et al., 1996). Recentemente, a casca da fruta e
sementes de P. cauliflora tém sido investigadas. Palozi et al. (2020) investigou uma fragao
etanodlica das cascas do fruto de P. cauliflora, sem observar toxicidade significativa nos ensaios
de cometa, microntcleo in vivo e teste de Ames com TA98 e TA100. A pedunculagina, uma
elagitanina isolada das sementes, ndo induziu mutagdes, porém protegeu S. Typhimurium
contra danos no DNA induzidos por agentes mutagénicos (SILVA FERNANDES et al., 2021).
Por outro lado, a pedunculagina foi citotdxica e genotoxica em linfécitos humanos, apesar de

reduzir a danos induzidos pela doxorrubicina no co- e pos-tratamento.
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As linhagens hepaticas avaliadas foram mais sensiveis a disfungdo mitocondrial, que
associada a manutencdo da integridade da membrana, pode sugerir morte celular por apoptose,
evento mais desejavel para HepG2, mas que entretanto foi mais evidente em F C3H. Wang et
al. (2014) estudaram o papel das proteinas regulatorias BcL-2, BcL-xL, Bid e survivina na
morte de células de carcinoma escamoso oral humano (HSC-3) expostas ao extrato aquoso de
sementes de P. cauliflora, que induziu efeito antiproliferativo e apoptose por regulagdo negativa
da survivina. No item 3.1, o extrato exibiu efeitos citotoxicos e citostaticos sobre HepG2 em
concentragdes nao-mutagénicas, reforcando evidéncias acerca do potencial antitumoral de P.
cauliflora (WU; LONG; KENNELLY, 2013; WANG et al., 2014; YE et al., 2019).

Poucos PN avaliados contra 7. cruzi sdo eficazes a uma concentragdo de 10 pg/mL,
considerando que o ICso para NFX e BZN ¢ inferior a 3 pg/mL (APT, 2017). Isto posto, o
principal achado deste trabalho foi a atividade inibitéria do extrato sobre tripomastigotas
sanguineas em baixas concentragdes, adicionando uma nova atividade ao conjunto de
propriedades antimicrobianas descritas para P. cauliflora (CARVALHO et al., 2009; SOUZA-
MOREIRA et al., 2011; CHAVASCO et al., 2014). A acao inibitoria do oleo essencial da folha
foi previamente descrita para promastigotas de L. amazonensis (DA SILVA et al., 2018), mas
esta € a primeira publica¢do descrevendo sua agdo fenotipica sobre 7. cruzi.

Outros membros da familia Myrtaceae também apresentam potencial anti-protozodrio,
incluindo espécies dos géneros Plinia e Myrciaria, que formam um grupo monofilético
denominado “Complexo Plinia” (DE SOUSA, 2009). Durant et al. (2014) estudaram o 6leo
essencial da folha de P. cerrocampanensis, demonstrando sua alta atividade antimalarica e agao
sinérgica com a cloroquina. M. dubia, popularmente conhecida como camu-camu ou jabuticaba
da Amazonia (MUNIZ, 2020), ¢ utilizada na medicina tradicional peruana para tratamento da
maléria. O extrato diclorometandlico de suas folhas apresentou atividade leishmanicida e
antiplasmadica, em cepa de P. falciparum resistente a cloroquina (W2), em concentragdes nao
citotoxicas para HepG2 (CORREIA et al., 2016). Suas sementes também possuem atividade
antiplasmodica sobre a cepa W2 (DO CARMO et al., 2020).

A acdo antiparasitaria dessas espécies estd possivelmente associada a presenca de
compostos fendlicos relacionados as propriedades antioxidantes e antimicrobianas de extratos
da folha, cascas e fruta de P. cauliflora (MARIN et al., 2009; RAMIREZ-MACIAS et al.,
2012). Os mecanismos descritos para estes compostos, incluem formagao de complexos com
macromoléculas, levando a inativagdo ou perda de funcdo de proteinas e enzimas; danos a

membrana induzidos por flavonoides lipofilicos; rearranjo de DNA mitocondrial; e inducdo de
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danos ao cinetoplasto (COWAN, 1999; MITTRA et al., 2000; SILVA; FERNANDES JUNIOR,
2010; RAMIREZ-MACIAS et al., 2012; CRUZ et al., 2013). Além disso, alguns PN afetam o
equilibrio redox do parasito, atuando sobre a cadeia respiratoria e defesas celulares contra
estresse oxidativo (SOUZA et al., 2018).

O segundo trabalho apresentado nesta dissertacdo investigou a mutagenicidade e
citotoxicidade in vitro de dois derivados 3-nitro-1,2,4-triazolicos, além de avaliar suas
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas por predigao in silico. O baixo SA predito para
os derivados esta de acordo com a rota sintética viavel e de baixo custo, com apenas 2 a 3 etapas
proposta por Menozzi (2019). Ambos cumpriram a regra de Lipinksi, apresentando
propriedades fisico-quimicas compativeis com um perfil farmacocinético aceitavel (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017). Entretanto, de acordo com o grafico Radar de
Biodisponibilidade, os derivados ndo foram completamente estimados como similares a
farmaco por apresentarem um desvio no perfil 6timo de propriedades fisico-quimicas devido a
um alto niimero de insaturagdes e consequentemente, uma baixa fragio Csp°.

A fracio Csp’, calculada pela razdo entre carbonos hibridizados sp3 e o total de carbonos
da molécula, ¢ uma medida de complexidade baseada em saturagdes, uma propriedade que
permite o desenvolvimento de moléculas estruturalmente mais complexas, explorando espagos
quimicos mais diversos, sem aumentar significativamente a massa molecular (LOVERING;
BIKKER; HUMBLET, 2009; DAINA; ZOETE, 2016). Moléculas mais saturadas sao mais
provaveis de avancarem do desenvolvimento ao estagio de farmaco, pela melhoria de atributos
como aumento da complementaridade receptor/ligante, melhoria de caracteristicas fisico-
quimicas, como solubilidade, e aumento da poténcia e seletividade para um dado alvo. Por outro
lado, neste caso, a manutengdao deste nimero de insaturagdes € necessaria pelos beneficios
conferidos aos derivados pela presenca da bifenila.

A absor¢do gastrointestinal (GI) tem um papel importante na biodisponibilidade, e o
primeiro passo para absor¢cdo de farmacos ¢ sua dissolucdo no fluido GI para posterior
permeacdao da membrana intestinal (NEWBY; FREITAS; GHAFOURIAN, 2015). Logo, a
permeabilidade e solubilidade sdo propriedades fisico-quimicas chave nesse processo,
permitindo que a polaridade (LogP e TPSA) seja aplicada em preditores de absor¢do GI. De
acordo com os parametros de Daina e Zoete (2016) para o modelo BOILED-Egg (TPSA <142
A e LogP entre -2,3 e +6,8), 0s compostos tém uma alta probabilidade de serem absorvidos pelo

trato GI.
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Apesar de ser uma porta de entrada para efeitos neurotoxicos, a permeagdo da barreira
hematoencefalica (BBB) ¢ essencial para a distribui¢do de farmacos que atuam no sistema
nervoso central (SNC). O BZN foi previamente detectado no cérebro de camundongos,
sugerindo sua capacidade de atravessar a BBB (PERIN et al., 2017), para exercer agdes como
melhora da perda de memoria, associada a carga parasitaria no SNC e redugdo do estresse
oxidativo no modelo experimental cronico da infec¢do por 7. cruzi (VILAR-PEREIRA et al.,
2016).

Contudo, a neurotoxicidade do BZN foi observada em caes tratados por via oral, que
apresentaram encefalopatia e disturbios clinicos, patologicos e neurologicos (FLORES-
VIEIRA et al., 1997; FLORES-VIEIRA; BARREIRA, 1997). Em 3.2, os derivados foram
preditos como ndo permeantes da BBB, reduzindo potenciais efeitos neurotdxicos no SNC. Por
outro lado, esse dado reduz a possibilidade de aplica¢cdo nas manifestagdes nervosas da DC, que
apesar de varios indicios de sua existéncia haverem sido descritos (ALENCAR, 1982;
OLIVEIRA-FILHO et al., 2009; SILVA et al., 2010; PY, 2011), ainda permanece como um
tema de debate devido a falta de evidéncias histopatologicas (PITTELLA, 2009), mas sdao bem
aceitos para tripanossomiase africana (MASOCHA; KRISTENSSON, 2019).

A P-gp (ABCB1), ¢ uma glicoproteina transmembrana da familia de transportadores
ABC (ATP-binding cassete), que atua no efluxo ativo através de membranas biologicas, um
mecanismo de defesa a xenobioticos (BROCCATELLI et al., 2011; MONTANARI; ECKER,
2015). No entanto, também esté associada a fenotipos de multirresisténcia a firmacos (MDR)
(SCHINKEL; JONKER, 2003) em parasitos protozoarios (WILSON et al., 1993; GAMARRO
et al., 1994; GUEIROS et al., 1995; SAUVAGE et al., 2009). Leprohon et al. (2006)
identificaram 28 genes ABC no genoma do 7. cruzi. Desde entdo, a participa¢do da P-gp na
MDR da espécie vem sendo estudada.

Campos et al. (2013) investigaram a expressdo e atividade da P-gp em fenotipos
resistentes induzidos, verificando aumento da atividade de efluxo da P-gp, reversdo dos
fendtipos resistentes na presenca de inibidores da P-gp e superexpressao dos genes TcPGP1 e
TcPGP2, renomeados TcABCC6 e TcABCC2 por pertencer a familia ABCC (SAUVAGE et
al., 2009). Da mesma forma, o gene TcCABCG1 também esta envolvido na resisténcia ao BZN
(FRANCO etal., 2015; ZINGALES et al., 2015; PRAMANIK et al., 2019). Embora o papel da
P-gp na resisténcia a farmacos em 7. cruzi ndo tenha sido totalmente elucidado até o momento,
farmacos ndo sujeitos a acdo da P-gp, como previsto para os derivados, podem ser candidatos

desejaveis, ja que podem ser capazes para escapar deste mecanismo de resisténcia.
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Os derivados foram preditos ndo-substratos para P-gp e substratos de CYP3A4,
frequentemente expressas nos mesmos tecidos, de forma que as taxa de efluxo e
biotransformacao mediadas por elas pode determinar a exposi¢do desses substratos ao
metabolismo. Esta interacdo afeta a biodisponibilidade de farmacos coadministrados com
moduladores da P-gp (BENET, 2009). Assim, a inibi¢cao da P-gp pode ser aplicada para superar
a resisténcia farmacologica e melhorar a eficacia da terapia (DARBY; CALLAGHAN; M.
MCMAHON, 2011). Complementarmente, os compostos foram previstos como inibidores de
P-gp. A inibi¢ao dos transportadores ABCC tem sido estudada na cepa Y de 7. cruzi. Da Costa
et al. (2018) observaram que esses inibidores reduzem a viabilidade de epimastigotas e
tripomastigotas, relacionada ao envolvimento da ABCC na biodisponibilidade de diversos
endobiodticos relacionados a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro. Da mesma forma,
Campos et al. (2013) demonstraram a reversao de fenotipos resistentes mediados por inibidores
da gp-P.

As enzimas metabolizadoras de fase I, especialmente, CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 e
CYP2C19 estao associadas a transformagdo metabdlica da maioria dos medicamentos
prescritos, € sua inibicdo ¢ frequentemente responsavel por interagdes medicamentosas
relacionadas a farmacocinética (HOLLENBERG, 2002; HUANG et al., 2008), induzindo
efeitos toxicos ou adversos associados a baixa depuragdo e acimulo do fAirmaco ou de seus
metabolitos (KIRCHMALIR et al., 2015).

A CYP3A4 ¢ considerada a enzima P450 mais importante, por estar envolvida no
metabolismo de cerca de 50% dos medicamentos clinicamente relevantes (NAKAJIMA;
YOKOI, 2014). CYP3A4 representa 15-20% do conteudo de CYP hepatico (KAWAKAMI et
al.,, 2011), sendo um componente relevante do efeito de primeira passagem oral. Agentes
antifungicos azdlicos, como cetoconazol, itraconazol e fluconazol sdo inibidores potentes da
CYP3A4 in vivo (TIRONA; KIM, 2017). Embora os derivados avaliados neste trabalho
pertengam a classe dos azo6is, eles foram preditos como provaveis substratos do CYP3A4, mas
ndo como seus inibidores, sugerindo que possam ser metabolizados por esta enzima, sem alterar
os efeitos de outros substratos por inibi¢do enzimatica.

Os derivados foram previstos como potenciais inibidores de CYP1A2, CYP2C19 e
CYP2C9. CYP2C9 ¢ a segunda CYP hepatica mais expressa (PAINE et al., 2006) e metaboliza
S-varfarina e farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais, enquanto que substratos importantes
da CYP2C19 incluem fenitoina, omeprazol e clopidogrel. CYP2D6 corresponde a apenas ~3%

do conteudo de CYP hepatico, embora metabolize cerca de 20% dos medicamentos. Sua
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inibicdo estd relacionada as interacdes com substratos, como paroxetina, propranolol,
metoprolol, timolol, codeina e tamoxifeno (TIRONA; KIM, 2017). Portanto, o conhecimento
da relagdo dos compostos com essas enzimas ¢ essencial na previsao de interagdes farmaco-
farmaco.

Este trabalho também realizou a predicdo de parametros relevantes em estudos de
toxicidade, como LOAEL, LDso e MTD. LOAEL, ¢ a menor dose em que os efeitos observados
no grupo tratado implicam em efeito adverso ao individuo, utilizada em conjunto com outros
parametros toxicologicos para definir uma faixa de dose (OCHOA, 2002). Em termos de
toxicidade aguda, a DLso ou CLs0 (dose ou concentragao letal média) define a dose de um agente
quimico, fisico ou bioldgico necessaria para matar metade dos individuos de um grupo de teste
ap6s uma duragao de teste especificada e representa um parametro importante para a predi¢ao
da dose letal humana, orientando quais outras doses poderiam ser utilizadas em experimentos
de toxicidade subaguda e cronica (TEKE; KUETE, 2014).

Comparando os valores obtidos com predi¢des realizadas por Nefertiti et al. (2018)
usando pkCSM, o LOAEL (ratos) previstos para os derivados NTZ foram menores e o LDso
(ratos) foram ligeiramente maiores do que os valores previstos para o BZN. Com base na Escala
de Classes de Toxicidade de Hodge e Sterner (1949), ambos os derivados podem ser
classificados como relativamente inofensivos (> 15 g/ kg). Esta escala sugere ainda que a
provavel dose letal para humanos para uma classe relativamente inofensiva € = 1 L. A utilidade
da escala ¢ meramente qualitativa, pois a toxicidade intrinseca de uma substincia varia de
acordo com fatores relacionados ao agente quimico, ao organismo e a exposicao.

MTD (humano) ¢ a maior dose que induz exposigoes nas quais os efeitos toxicos da
substancia serdo maximizados, sem potencialmente comprometer a sobrevida em longo prazo
do individuo (OCHOA, 2002), sendo util definir a dose a ser administrada na fase 1 dos ensaios
clinicos. O MTD (humano) para os compostos foi = 5 vezes menor do que o predito para o
BZN, 9,638 mol/kg (NEFERTITI et al., 2018). Para fins de comparagao, a dose diaria maxima
recomendada de BZN para adultos (LAFEPE, 2018) ¢ de 5-7 mg/kg (0,0192-0,0269 mM/kg).

hERG ¢ um gene humano que codifica um canal de potassio cardiaco que, quando
inibido, resulta em sindrome do intervalo QT longo que pode levar a arritmia ventricular fatal
e morte subita (SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006). Ambos os derivados foram
preditos como ndo indutores de cardiotoxicidade relacionada ao ZERG, caracteristica desejavel
para candidatos a anti-chagdasicos, uma vez que a arritmia pode agravar o quadro de um paciente

com cardiomiopatia chagésica cronica (RASSI; MARIN; RASSI, 2017).
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As ferramentas in silico para predicdo de mutagenicidade fornecem um método
estabelecido e validado para determinar a etapa inicial na identificagdo de agentes reativos de
DNA, com o objetivo de limitar potenciais riscos carcinogénicos (WICHARD, 2017). A diretriz
M7 do ICH (Conselho Internacional de Harmonizagdo de Requisitos Técnicos para Produtos
Farmacéuticos para Uso Humano) determina que, se os dados sobre a classificagdo com respeito
ao potencial mutagénico e carcinogénico ndo estiverem disponiveis, uma avaliagdo das
Relacdes Estrutura-Atividade (SAR), incluindo descritores de mutagenicidade em procarioto,
devem ser realizadas (ICH, 2017).

O primeiro indicador preditivo da mutagenicidade dos derivados foi o Alerta Estrutural
de Brenk, uma conjunto contendo 105 fragmentos relacionados a caracteristicas indesejaveis,
como toxicidade, reatividade quimica, instabilidade metabdlica ou propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis (BRENK et al., 2008). Ambos os derivados apresentaram dois
alertas para grupos nitro e ligagdo simples oxigé€nio-nitrogénio. Ashby e Tennant (1991)
discutiram anteriormente a relacdo entre estrutura quimica, mutagenicidade em Salmonella e
carcinogenicidade em roedores, associando alertas para produtos quimicos reativos com o
DNA. Um dos grupos quimicos de alerta definidos foram os tipos amino/nitro, incluindo
substituintes como —NO> e —NO, previstos para derivados. Os autores demonstraram que 70%
desse grupo era cancerigenos para roedores, 86% era mutagénicos no ensaio de Salmonella,
que mostrou alta sensibilidade para moléculas com alertas estruturais. Complementarmente, no
presente estudo, ambos os compostos foram preditos como mutagénicos no teste de Ames.

As predi¢cdes de mutagenicidade foram confirmadas nos experimentos in vitro
utilizando as linhagens TA98 e TA100, que possuem sensibilidade de detec¢dao de até 93%
(WILLIAMS et al., 2019), reduzindo custos, tempo e redundancia dos resultados. O ensaio foi
conduzido pelo método de pré-incubagdo, mais sensivel a mutagenicidade dos nitrocompostos
(GATEHOUSE et al., 1994), permitindo uma maior probabilidade de metabolitos mutagénicos
de curta duragdo reagirem com as linhagens-teste em menores volumes da mistura de pré-
incubacdo e, consequentemente, maior concentragao da fracdo S9 (YAHAGTI et al., 1975;
HAWORTH et al., 1983; MORTELMANS, K. et al., 1986).

A cetona PCBN 009/17, induziu a reversdo da mutagdo hisD3052 da TA9S, que
identifica deslocamentos de quadro de leitura proximos a sequéncias repetitivas —-C—-G—-C-G—
C-G—C-G- (ISONO; YOURNO, 1974), uma reversdo caracteristica de agentes mutagénicos
nitroaromaticos (MARON; AMES, 1983). A TA98 foi altamente sensivel a este derivado,

detectando danos a partir da menor concentragao testada. Além disso, o PCBN 009/17 induziu
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mutagdes sem a necessidade de metabolizagdo pelo S9 (-S9) para interagir com o DNA,
sugerindo sua atuagdo como um agente mutagénico direto ou, que possa ser ativado por enzimas
bacterianas endogenas, como Acetiltransferases e Nitroredutase (KUMMROW et al., 2003).
Este mesmo derivado induziu citotoxicidade sobre TA98 (-S9) e sobre TA100 em ambas as
condi¢des metabdlicas. Para Jurado et al. (1993), o background genético da TA100 parece ser
mais sensivel do que o TA98 aos efeitos citotoxicos de agentes quimicos.

Por outro lado, nas concentragdes mais altas, o PCBN 012/17, diferenciado por um
grupo hidroxila, necessitou de ativagao metabolica para induzir ndo s6 a mutacao TA98, mas
também a reversdo da mutagdo hisG46 da TA100, revertida por mutagdes de substituicao de
pares de bases (BARNES, 1982; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Considerando a relacao
preditiva de agentes mutagénicos neste ensaio com a carcinogenicidade em roedores
(MCCANN et al., 1975), também observamos que o PCBN 012/17 foi previsto como um
potencial carcin6geno para roedores.

Compostos tripanocidas nitro-heterociclicos, como NFX e BZN, sao ativados pela NRI,
resultando na producdo de metabolitos toxicos (WILKINSON et al.,, 2011). Nos 2-
nitroimidazdis, o metabolito da hidroxilamina pode sofrer rearranjo e hidratacdo, produzindo
um di-hidro-di-hidroxiimidazol que, que apds decomposicao, libera glioxal. Os dois ultimos
produtos interagem com biomoléculas, incluindo DNA, formando adutos e tivis (WHITMORE;
VARGHESE, 1986; WHITMORE; VARGHESE; GULYAS, 1986). Papadopoulou et al.
(PAPADOPOULOU et al., 2015b) mostraram que os 3-nitro-1,2,4-triaz6is também sdo
substratos do INR, portanto, ¢ possivel que tenham um mecanismo de a¢do semelhante
relacionado a interagdo com o DNA do parasita.

O derivado PCBN 012/17 atuou como pro-mutagénico, induzindo mutagdes apos
metabolizagdo pelo S9. O sistema S9 contém fragdes microssomais e citosolicas, combinando
enzimas de fase I e fase II, incluindo seus cofatores (PARMENTIER et al., 2007). Assim, além
de CYP450s e uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferases, a fragcdo S9 também contém as
enzimas citosolicas, como Aldeido oxidase, Xantina oxidase, Sulfotransferases,
Metiltransferases, N-acetiltransferases e Glutationa transferases (HAYES, 1994). De acordo
com nossas predi¢des in silico, ambos 0s compostos sdo substratos potenciais da CYP3A4.

Embora existam muitos dados disponiveis sobre os nitroimidazodis, os estudos que
abordam a mutagenicidade dos NTZ ainda sdo escassos. Papadopoulou et al. (2013) avaliaram
a mutagenicidade de uma benzilamida a base de 3-nitrotriazol (N-[4-(3-Nitro-1H-1,2,4-triazol-

1-il)butil]-4-(trifluorometoxi)benzamida) com excelente atividade antichagésica in vivo (ICso
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0,113 uM) usando TA98 e TA7001-7006, um conjunto de cepas mistas, cada uma das quais
carrega uma mutacao missense Unica no operon da histidina (GEE; MARON; AMES, 1994).
Foi observado que esta benzilamida nao foi mutagénica para TA98, e apenas induziu mutagao
para as cepas mistas com S9 na concentragao mais alta (1000 pg/mL), toxica para células L6
(mioblastos esqueléticos de rato). Na auséncia de dose-resposta linear, os autores presumiram
a existéncia de um limite seguro, e também observaram que os compostos 2-nitroimidazol estao
associados a atividade mutagénica em um grau maior do que os 3-nitrotriazois.

No megazol, a atividade mutagénica esta associada a redugao do grupo nitro na posi¢ao
5 do anel nitroimidazol (NESSLANY et al.,, 2004). No entanto, Boechat et al. (2015)
demonstraram que o grupo nitro ndo € o unico responsavel pela atividade genotdxica dos
nitroimidazoéis, mostrando a importancia do estudo de nitroazdis, para entender quais
substitui¢des podem reduzir ou eliminar seus efeitos mutagénicos, mantendo o potencial
tripanocida. Também ¢é importante enfatizar que, apesar do alto valor preditivo para
carcinogenicidade em roedores quando uma resposta positiva ¢ obtida, mutagenicidade em S.
Typhimurium ndo ¢ necessariamente traduzida em mutagenicidade em humanos
(PAPADOPOULOU et al., 2013).

Apesar da mutagenicidade do BZN em humanos nunca ter sido relatada, ele induz
mutagenicidade significativa em concentragdes relativamente baixas (> 50 pug / ml) para TA98
(CABRERA et al., 2009) e TA100 (NAGEL, 1987). Em um estudo de mutagenicidade com
soro e urina de roedores (Cavia porcellus), Ferreira et al. (1988) demonstraram que o BZN nao
¢ metabolizado pelo hospedeiro mamifero em derivados mutagénicos estaveis detectaveis por
S. Typhimurium, sugerindo risco reduzido de potenciais efeitos carcinogénicos em humanos.
Portanto, ¢ interessante que os derivados 3-nitro-1,2,4-triazélicos continuem a ser usados como
prototipos de compostos tripanocidas mais seguros e eficazes considerando sua seletividade

(PAPADOPOULOU; BLOOMER; LEPESHEVA; et al., 2015; MENOZZI, 2019).
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar da origem natural, produtos como o extrato de P. cauliflora pode induzir danos
em células hepaticas, evidenciando a relevancia de avaliagdes toxicologicas, regulamentagdes
e iniciativas que garantam a populagdo o acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos. Por outro lado, as folhas de P. cauliflora sao uma fonte potencial de moléculas
ativas sobre 7. cruzi, que podem ser empregadas como protdtipos para o desenvolvimento de
novos farmacos, refor¢ando a importancia da preservagdo do conhecimento etnofarmacolégico,
e da valorizagdo e promoc¢ao do uso sustentavel da biodiversidade, como uma fonte acessivel
de tratamentos alternativos mais acessiveis para doencas negligenciadas.

Os derivados 3-nitro-1,2,4-triaz6licos tém exibido resultados promissores no
desenvolvimento de medicamentos menos toxicos € mais ativos sobre 7. cruzi, entretanto, a
mutagenicidade desses compostos ainda ¢ uma preocupacdo. Conforme demonstrado neste
trabalho e em estudos prévios, modifica¢des estruturais minimas, obtidas a partir de reagdes
simples e de baixo custo, sdo capazes modular significativamente a poténcia e toxicidade dos
derivados, reduzindo seu potencial mutagénico. Apresentando maior seletividade, o derivado
PCBN 012/17 foi considerado um composto lider para otimizagdes e prosseguimento para
investigacao de genotoxicidade em modelo eucarioto e atividade tripanocida in vivo e in vitro

em outras formas evolutivas de 7. cruzi.
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