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CYP51: Is it a Good Idea?

Abstract: In this paper we discuss the main aspects of drugs targeting 14B-demethylase (CYP51) an enzyme
belonging to the superfamily of cytochrome P450. Different isoforms of CYP51 are present in all living organisms,
since the products of its metabolic pathway, such as steroids, are of fundamental importance in the homeostasis
while maintaining the integrity, fluidity and permeability of the cell membranes. In man, the main steroid in the cell
membrane is cholesterol, unlike what occurs in fungi and some protozoa, which instead have ergosterol. Apart from
infections caused by fungus, whose impact on public health has grown markedly, we highlight the hemoflagellated
protozoan Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease (CD), or American trypanosomiasis. The
progress achieved in recent decades in understanding the mechanism of action of antifungal azoles in clinical use as
well as the knowledge about the structural differences between the isoforms of CYP51present in fungi and
trypanosomatides allowed the design and synthesis of new molecules that are currently under clinical development
for the treatment of CD. The drugs that act inhibiting the CYP51 may also bind to other oxidases such as aromatases
responsible for the synthesis of hormones, as well as other cytochromes involved in the detoxification of
xenobiotics. The toxic effects of new CYP51 inhibitors should be studied, in order to make possible the evaluation of
the cost-effective use of molecules that act by this mechanism of action and that may become drugs for the
treatment of infections caused by fungi and protozoa.

Keywords: Sterol 14a-demethylase; azole drugs; steroids; Trypanosoma cruzi; cytrochrome P450.
Resumo

Neste trabalho é feita uma revisdao dos principais aspectos do desenvolvimento de farmacos que possuem como
alvo bioquimico a 14a-desmetilase (CYP51), enzima pertencente a superfamilia dos citocromos P450. Diferentes
isoformas da CYP51 estdo presentes em todos os organismos vivos, uma vez que os produtos da via metabdlica na
qual esta enzima participa, os esteroides, tem importancia fundamental na manuteng¢do da homeostasia, mantendo
a integridade, fluidez e a permeabilidade da membrana celular. No homem o principal esteroide produzido por esta
via metabdlica é o colesterol, diferentemente do que ocorre nos fungos e em alguns protozoarios, que possuem
ergosterol na membrana celular. Além das infecgdes causadas por fungos, cujo impacto na area de saude publica
tem crescido de forma marcante, destacamos também a doenga de Chagas (DC), enfermidade causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Trabalhos desenvolvidos na ultimas décadas, a partir da
compreensdao do mecanismo de agdo dos antifungicos azdlicos de uso clinico, além das diferengas estruturais
existentes entre as isoformas da CYP51, presentes em fungos e em tripanossomatideos, permitiram o planejamento
e a sintese de novas moléculas que se encontram em fase de desenvolvimento clinico para o tratamento da DC.
Nesta area de estudo, deve-se levar em consideragdo que os farmacos inibidores da biossintese de ergosterol que
interagem com a CYP51, podem também se ligar a outras oxidases, como aromatases, responsaveis pela sintese de
hormonios, além de outros citocromos envolvidos na detoxificagdo de xenobidticos. Os efeitos téxicos de novos
inibidores de CYP51 devem ser estudados, de forma a tornar possivel a avaliagdo do custo-beneficio no uso de
moléculas que atuam via este mecanismo de agdo e que possam vir a se tornar farmacos para o tratamento de
diferentes infecgGes causadas tanto por fungos quanto por tripanossomatideos.

Palavras-chave: Esterol 14a-desmetilase; farmacos azélicos; esteroides; Trypanosoma cruzi; citocromo P450.
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1. Introdugao

1.1. O Citocromo P450

O citocromo P450 é uma superfamilia de
hemeproteinas encontradas em todos os
individuos vivos de diferentes Reinos, tanto
eucariotos quanto procariotos, e possuem a
funcdo de realizar processos de transferéncia
de elétrons no meio biolégico. O nome
citocromo foi proposto por Sato e Omura,
quando descobriram uma fragdo enzimdtica
do microssoma hepatico de coelhos, a qual

possuia uma absor¢do caracteristica no
espectro luminoso na regido do visivel, sendo
capaz de se ligar de forma transiente ao
mondxido de carbono e isocianeto de etila.’

As enzimas do citocromo P450 sao
metaloenzimas que contém um grupo heme,
um grupo prostético contendo um ion
ferroso complexado por nitrogénios pirrélicos
de um macrociclo denominado porfirina
(Figura 1), sendo esta estrutura ancorada a
enzima através da ligacdo entre um atomo de
enxofre de um residuo de cisteina e o 4tomo
de ferro, que funciona como um 4cido de
Lewis.?
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Figura 1. Estrutura basica da porfirina e de alguns grupos heme comumente encontrados em
enzimas do citocromo P450

A reacdo mais comum promovida pelas
enzimas do citocromo P450 envolve a
insercdo de um d4tomo de oxigénio em
estruturas organicas pela clivagem da liga¢ao
C-H (Esquema 1)’ gerando compostos
hidroxilados que s3o mais polares do que
seus precursores. Esta estratégia é
empregada tanto no metabolismo de
substancias enddgenas, como esteroides,
acidos biliares, acidos graxos, prostaglandinas
e leucotrienos, quanto na oxidacdo de
xenobidticos como farmacos, poluentes e
toxinas,’ que uma vez hidroxilados podem
sofrer metabolismo de fase 2 para posterior
excre¢do.” Cada ciclo de insercdo de uma

hidroxila no substrato organico (R-H)
demanda dois elétrons, conforme
representado no Esquema 1. Esses elétrons
gue entram no ciclo catalitico de oxidagdo do
citocromo P450 provém de ciclos que
envolvem processos de redug¢dao, como por
exemplo ferredoxinas e flavoproteinas (cujo
cofator é a flavina adenina dinucleotideo,
FAD).° Os elétrons utilizados provém da
oxidacdo de nucleotideos piridinicos, como
nicotinamida-adenina dinucleotideo (NADH)
e seu andlogo fosforilado (NADPH), sendo
transportados através de ferredoxinas
soltveis que possuem o grupamento [Fe,S;,].”
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Esquema 1. Representacdo do ciclo catalitico geral de enzimas do citocromo P450 na oxidagdo
de ligagdes C-H. Adaptado de Meunier e colaboradores, 2004°

1.2. Esteroides e os processos que ddo origem a diferentes esteroides: no
enzimaticos oxidativos reino animal, o principal esteroide é o
colesterol. Nos fungos, o principal esteroide é
o ergosterol e nas plantas, o sitosterol

Dentre os substratos de enzimas do (Esquema 2).
citocromo P450 encontram-se os esteroides,
que sdao biomoléculas que possuem como
principal fungdo bioldgica a manutengdo das
propriedades das membranas celulares dos
organismos vivos.® Esteroides sdo derivados
do isopreno que atuam na membrana celular
modulando sua fluidez, integridade e
permeabilidade, sendo entdo uma classe de
moléculas indispensavel a manutencdo da
vida. A biossintese desses esteroides difere
significativamente entre os Reinos, sendo o
oxido de esqualeno um intermedidrio comum
a todos os eucariotos. A partir deste ponto,
ha uma divergéncia de rotas biossintéticas

Essa diferenca nas rotas biossintéticas
pode apresentar-se como uma vantagem no
planejamento de substancias com atividade
bioldgica, uma vez que esta condigdo permite
o estudo de compostos quimioterdpicos
seletivos para um parasito e indcuos para o
hospedeiro, ja que a partir do 2,3-6xido de
esqualeno as vias bioquimicas sdo diferentes
para a sintese do colesterol (um lipideo de
membrana presente nos mamiferos) e do
ergosterol (lipideo equivalente, presente nas
membranas de fungos e alguns protozoarios,
como Trypanosoma cruzi e Leishmania sp).
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Esquema 2. Biossintese comparativa de esteroides estruturais de membrana de diferentes
classes de seres vivos. Adaptado a partir de Brown (1998)®

1.3. A biossintese do ergosterol

A biossintese do ergosterol (9, Esquema
2) tem inicio a partir do 2,3-6xido de
esqualeno, que pela acdo da enzima
lanosterol sintase passa por uma sequéncia
de ciclizagbes em cascata, formando um

estabilizado,
(15)

terciario
cation  protosterol,

carbocation
denominado
(Esquema 3).

O cdtion protosterol é convertido em
lanosterol (10, Esquema 4), quando os anéis
assumem conformacées adequadas (cadeira-
bote-cadeira-bote).™
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Esquema 3. Formacdo do cation protosterol a partir da ciclizacdo em cascata do 2,3-6xido de
esqualeno. Adaptada de Hess-Jr, 2013°

Esquema 4. Equilibrio conformacional do aduto protosterol/lanosterolsintase para formacgédo
do lanosterol (10)

Em seguida, o lanosterol (10) sofre uma
desmetilagdo no carbono da posicio 14,
formando uma insaturagdo, pela a¢do da
lanosterol 14a-desmetilase (cyp51)
(Esquema 5). O intermedidario 4,4-
dimetilcolesta-8,14,24-trienol formado ¢é

reduzido pela agdo da esterol 14-redutase e o
produto da reacdo sofre entdo duas
desmetilagdes consecutivas na posicdo 4,
através da acdo de trés enzimas.
Inicialmente, a primeira metila é oxidada ao
carboxilato correspondente. Em seguida,
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ocorre uma descarboxilacdo que forma um

enol na posicdo 3, que é prontamente
convertido na cetona correspondente
(tautbmero mais estavel). A cetona é

reduzida de forma enantiosseletiva pela acao
da esterol C3-ceto-redutase e o processo é
repetido na segunda metila (também na
posicdo 4), podendo-se entdo inferir que os
dois processos de desmetilagdo (posicdo 14 e
posicdo 4) possuem mecanismos distintos. O
produto destas reacdes é o zimosterol (11),
gue apds uma série de modificacdes, tanto
no esqueleto ciclopentanoperidrofenantreno
quanto na cadeia 2-metil-2-hepten-2-il na
posicdo 17, é convertido finalmente em
ergosterol (9, Esquema 5)."

1.4. A identificagdo da Lanosterol 14a-
desmetilase

A remocdo da metila na posicdo 14 do
lanosterol (10) ja era descrita na literatura,™
mas a elucidacdo do tipo de oxidacdo que
ocorria foi comunicada em 1972, quando
Alexander e colaboradores definiram, através
de marcacdo isotdpica com ™C, que o
carbono da posicdo 14 do lanosterol era
removido sob a forma de acido férmico,
divergindo do que ocorre com as metilas em
C4, que saiam sob a forma de CO,, apds duas
descarboxilacdes consecutivas.™ Os
experimentos anteriores foram realizados
utilizando a fragdo microssomal de
Saccharomyces cerevisiae, mas o trabalho de
Mitropoulos, publicado em 1976,
demonstrou a similaridade existente entre os

Vo

sistemas microssomais de S. cerevisiage e
figado de rato. Esse experimento mostra que
a desmetilacdo do lanosterol ocorre por agao
do sistema microssomal P-450, que contém
metaloenzimas com o grupo heme, haja vista
gue a adicdo de CO impede a retirada da
metila na posicio 14." Dessa forma,
percebeu-se que a desmetilagdo do
lanosterol é uma etapa comum aos fungos e
aos mamiferos na biossintese de seus lipidios
de membrana, ergosterol (9) e colesterol (7),
respectivamente. As reacdes de desmetilacao
do lanosterol (metilas em C4 e metila em
C14) foram atribuidas a diferentes enzimas, e
a ideia de que uma delas seria responsavel
pela desmetilacdo oxidativa no carbono 4 foi
a primeira mencado a atividade enzimatica da
lanosterol  14a-desmetilase  (CYP51).” A
estrutura primaria da CYP51 foi elucidada por
Kalb e colaboradores,® através a analise do
gene responsavel pela codificacdo da enzima,
e esse isolamento permitiu que Yoshida e
Aoyama17 realizassem experimentos que
sugeriram o primeiro modelo de mecanismo
de acdo de antifungicos azélicos sobre a 14a-
desmetilase, que até entdo era chamada de
fracdo do citocromo P-450 capaz de realizar
desmetilacdo  (P-45014pm). Os  autores
evidenciaram a formacdo de complexos de
spin  baixo do ligante heterociclico
(antifungicos azodlicos) com o ferro do centro
heme da enzima, através da mudancga do
maximo de absor¢do nos espectros de
ultravioleta, que levaram as autoras a
formularem uma proposta do modelo de
ligacdo dos compostos azélicos com o cento
heme do citocromo P-450 (Figura 2).
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Figura 2. A) Proposta uma possivel interacdo de um antifiingico azdlico, fluconazol (17), com o
P-450,,om Na hipStese original de Yoshida e Aoyama;*’ B) Estrutura cristalografica de CYP-51 de
Mycobacterium tuberculosis cocristalizada com fluconazol (17) depositada no Protein Data
Bank sob o cédigo 1EA1." a) heterociclo triazdlico; b) ligacdo coordenada do nitrogénio do
nucleo azdlico com o ferro; c) &tomo de ferro do nicleo porfirinico

Neste contexto, a fracdo microssomal
denominada citocromo P450 passou a ser
compreendida como um conjunto de enzimas
gue realizam reacbes de natureza
semelhante sobre substratos diferentes.
Aguelas que realizam a desmetilacio do
lanosterol, em diferentes organismos, foram
entdo agrupadas em uma familia
denominada CYP51, que envolve as
diferentes isoformas de lanosterol 14a-
desmetilase, presentes em diferentes
individuos.” A andlise da familia CYP51
mostrou que exemplares destas enzimas
encontram-se em uma grande diversidade de
organismos, de mamiferos a fungos (sendo a
Unica familia com esta abrangéncia dentre
todas contidas no citocromo P450), o que
mostra que o conjunto de genes associados
as enzimas da familia CYP51 ¢é
evolutivamente  bastante  antigo. Em
contrapartida, o processo evolutivo fez com
que estas isoformas se modificassem nas
diferentes classes de organismos, gerando
enzimas com baixa identidade sequencial
(aproximadamente 30%)." Desta maneira, é
razoavel imaginar a CYP51 como um alvo
promissor na quimioterapia antiparasitaria,
permitindo assim o planejamento de
inibidores que sejam ativos unicamente nas
isoformas presentes nos micro-organismos

causadores de (fungos ou

protozoarios).

doencas

1.5. O mecanismo de desmetilagdo
catalisada pela CYP51 (lanosterol 14a-
desmetilase)

Conforme verificado na rota biossintética
do ergosterol (9) em fungos, os processos de
desmetilagcdo que ocorrem do lanosterol (10)
ao ergosterol (9) sdo baseados em
mecanismos distintos (Esquema 6). O
mecanismo de desmetilacdo da posicio 14
envolve inicialmente a monooxigenacao
régio- e estereosseletiva da metila, seguida
da oxidagdo do dlcool ao aldeido
correspondente. A conversio do
intermediario carbonilado ao produto final
insaturado se dd sem a necessidade de se
formar um intermediario acido carboxilico,
devido a natureza radicalar do processo. O
ferro do grupo heme porfirinico promove
uma série de oxidag¢les radicalares, que
culminam na saida de acido formico (e ndo
de CO, como nas descarboxilagcbes das
metilas da posicdo 4) e posterior formacdo da
ligacdo dupla.”®
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Esquema 6. Sequéncia de reacGes oxidativas catalisadas pela CYP51 e proposta de mecanismo
para a conversao do aldeido B,y-insaturado no dieno correspondente. Adaptado de Shyadehi e
colaboradores, 1996%°

2. CYP51 no desenvolvimento de
fungicidas

As infec¢Oes fungicas ganharam destaque
durante as ultimas duas décadas, devido a
serem uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em individuos
imunocomprometidos, tais como pacientes
submetidos a quimioterapia antineoplasica
ou a transplantes de drgdos, ou ainda a
pacientes com AIDS. Estima-se que com o
fendbmeno de aquecimento global, novas
espécies de fungos, submetidas ao estresse

térmico adaptativo, possam se tornar
patogénicas para mamiferos.”
Dados epidemioldgicos dos Estados

Unidos, referentes ao periodo de 1979 a
2000 (Figura 3), evidenciam que a ocorréncia
de casos sepse por ano aumentou durante
esse periodo de 82 casos por 100.000
pacientes para 240 casos por 100.000
pacientes. Pela analise dos dados, levando-se
em conta o agente etioldgico, nota-se que os
casos de sepse causados por fungos
apresentaram um incremento de 207% em
20 anos, passando de um total de 5231 casos
em 1979 para 16.042 casos em 2000.%
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Figura 3. Niumero de casos de sepse nos Estados Unidos, de acordo com o agente etioldgico
1979-2000%

2.1. Farmacos antifingicos inibidores da
CYP51

Clinicamente, candidiase, aspergilose e
criptococose sdo as trés principais infec¢bes
fungicas que acometem pacientes
imunossuprimidos.”® Atualmente, os agentes
antifungicos mais utilizados no tratamento
destas infecgGes (Figura 4) pertencem a
classe dos azdis, principalmente os que
possuem nucleos heterociclicos imidazélicos

ou triazdlicos, como o fluconazol (17),
cetoconazol (18) e itraconazol (19).
Destacam-se também os polienos

macrociclicos, como a anfotericina B (20); as
equinocandinas, como caspofungina (21); e
as alilaminas, como a terbinafina (22).

As diversas classes de antifungicos atuam

através de diferentes mecanismos de acdo,
tendo como consequéncia de sua utilizacdo o
comprometimento da  membrana e,
consequentemente, a lise celular (fungicidas)
ou interrupcao dos processos de divisdo
celular (fungistaticos). A terbinafina (22,
Figura 4) é veiculada sob a forma do
cloridrato correspondente e atua inibindo a
enzima esqualeno epoxidase de diversos
fungos que causam dermatofitoses. Esta
alilamina impede a formacdo do 2,3-6xido de
esqualeno e consequentemente, todas as
demais conversdes até o lanosterol (10),
comprometendo toda a biossintese dos
lipideos de membrana derivados desta via,
inclusive do ergosterol (9). Desta forma, a
permeabilidade seletiva da célula do fungo
fica comprometida, sofrendo o processo de
lise.?

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No. 2| |539-575|



LVa

Fluconazol (17)

cl

Caspofungina (21)

OH
Figura 4. Estrutura de farmacos representativos das principais classes de antigungicos

Os polienos tem como exemplo conspicuo
a anfotericina B (20, Figura 4), um farmaco
clinicamente explorado hd pelo menos 50
anos. Diferente dos demais antifingicos, a
anfotericina B ndo atua na via biossintética
do ergosterol (9). Experimentos recentes,
utilizando a técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear no Estado Sélido (SSNMR)
mostraram que a anfotericina B atua através
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da formacgdo de agregados lipidicos no lado
externo da membrana da célula do fungo.
Esses agregados possuem alta afinidade pelo
ergosterol (esteroide extremamente
lipofilico), entdo este é extraido da estrutura
da membrana e acondicionado em agregados
de anfotericina B, uma estrutura
supramolecular que funciona como uma

“esponja de lipideos”.”” Desta maneira, ha a
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diminuicdo na concentracdo de ergosterol na
membrana do fungo, com consequente
alteracdo no funcionamento da mesma. No
entanto, a utilizacdo de anfotericina B (20)
tem sido ponderada, por sua toxicidade para
o hospedeiro, provavelmente devido a
efeitos sobre membranas de células
contendo colesterol.®?’ Dentre as novas
classes de antifungicos que surgiram nas
ultimas décadas, a Unica que alcangou as
etapas de triagens clinicas foi a classe das
equinocandinas (caspofungina 21, Figura 4).
As equinocandinas agem pelo bloqueio da
sintese da parede celular, através da inibicao
da B-(1,3)-glucano-sintase, possuindo perfis
de seguranca favoraveis. Além de um amplo
espectro de atividade, as equinocandinas
possuem expressivo efeito antifungico,
principalmente se  administradas em
associacdo com inibidores da biossintese de
ergosterol.”®

Os derivados azélicos sdao amplamente
utilizados em quimioterapia antifungica.
Destacam-se o fluconazol (17), cetoconazol

Esqualeno

—
P450,,,, Erg3

Antifungicos
Azdlicos

P450,,py Ergs

()

Erg3

:>o 000 OMOO Ergosterol

Vq

(18) e itraconazol (19) (Figura 4). Estes
compéem a classe mais popular de
antifungicos, e atuam inibindo a CYP5],
possuindo uma grande seguranca terapéutica
devido a alta tolerdncia do organismo
hospedeiro a sua ingestdo. Na Figura 5
apresentamos uma representacdo
esquematica do mecanismo de acdo dos
antifungicos azélicos, evidenciando o ponto
de interferéncia destes derivados na cascata
de eventos bioquimicos que culminam com a
biossintese do ergosterol. Com a inibicdo da
14a-desmetilase, o precursor (lanosterol, no
caso da maioria dos fungos) € acumulado,
sofrendo posteriormente a acdo da A-5,6-
desaturase (codificada pelo gene Erg3),
gerando o esterol 14oa-metil-ergosta-
8,24(28)-dien-3pB,6a-diol, que é um esteroide
tdéxico para a célula, pois sua incorporacdo na
membrana  celular culmina com a
desorganizacdo da mesma, levando a

alteragGes em sua fluidez, permeabilidade e
integridade.

29,30

H3C, \ CHs

H

» 14-metil-3,6-diol = -

= Alteragdo da fluidez e da
(esterol toxico)

permeabilidade
da membrana celular

Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo dos antifingicos azélicos sobre a
sintese de ergosterol e subsequente alteracdo da composicdo e da organizacdo da membrana
celular (Adaptado de Shapiro, 2011 e Abe, 2009)**°
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Esta classe terapéutica abriu excelentes
perspectivas para o tratamento de infecgOes
flngicas tdpicas e sistémicas. Entretanto, o
surgimento de mecanismos de resisténcia,
além da baixa biodisponibilidade causada
principalmente pela reduzida absorgdo por
via oral de muitos destes compostos, levou a
busca por novos azdis, surgindo uma segunda
geracdo de derivados azdlicos com melhores
perfis, como: voriconazol (23), posaconazol
(24), ravuconazol (25) e albaconazol (26)

Voriconazol (23)

N

/

N\N
Ravuconazol 25)%

8 OO0

F Posaconazol (24)
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(Figura 6), que s3do comercializados ou,
atualmente, encontram-se nos estagios finais
de testes clinicos. Estes azdis possuem largo
espectro antifungico, baixa toxicidade e
melhor perfil farmacocinético. Além disso, a
maioria dos agentes antiflingicos, atualmente
em uso clinico, agem como fungistdticos ao
invés de fungicidas, sendo este fato uma
grande limita¢do por favorecer o surgimento
de cepas resistentes.

CH,
CHs

O\u ;

N

)

N Con
N
O CHy

F
Albaconazol (26)

Figura 6. Estrutura de antifungicos azdlicos de segunda geracdo

O mecanismo de desenvolvimento de
resisténcia de micro-organismos a agentes
quimioterapicos esta normalmente
relacionado a fatores que impedem a entrada
do farmaco na célula ou ainda a presenca de
estruturas que removem o farmaco do seu
interior. Outros mecanismos de resisténcia
também podem se estabelecer através de
processos bioquimicos de inativagdo do
farmaco, ou ainda por variagGes genéticas no
patégeno, que podem provocar alteragOes
estruturais no alvo, que vado interferir
negativamente na afinidade do farmaco ao
seu receptor.31 A resisténcia pode surgir pela
acdo de cada um desses fatores isoladamente
ou ainda por combina¢des dos mesmos. Em
fungos, os mecanismos de resisténcia mais
comuns envolvem mutagdes nos genes que

codificam as proteinas alvo, ou ainda o
aumento na expressdo de bombas de efluxo.
Outro mecanismo comum envolve o
aumento da expressdo das enzimas alvo,
alterando a razdo estequiométrica entre o
alvo bioquimico e seu inibidor, favorecendo o
fungo.’® O fato é que as infecgdes fungicas
tem se tornado cada vez mais dificeis de
serem  tratadas, apresentando  taxas
crescentes de mortalidade e elevados custos
para o sistema de satde.*"*

2.2. Novos antifingicos azdlicos

Na busca por novos farmacos aplicaveis
ao tratamento de infeccBes fungicas, Che e
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colaboradores construiram modelos
tridimensionais (3D) da CYP51 de Candida
albicans (CACYP51) e Aspergillus fumigatus
(AFCYP51), através da modelagem molecular
comparativa,33’34 baseada nas coordenadas
do cristal da CYP51 de Mpycobacterium

Vo

tuberculosis (MTCYP51)."8 Estes
pesquisadores sintetizaram uma nova série
de azéis substituidos (Figura 7), com base no
sitio ativo da CACYP51 e analisaram a relagdo
estrutura-atividade (REA) destes compostos
por ancoramento molecular.

N
() o
HO N
F

a-n
N\ 27a R=4-CH,  27h R=4-NO,
gN’ 27b R=3-CH;  27i R=4-C(CH,),
27¢ R=2-CH 27j R=4-Cl
F 27d R=3-Br 27k R=2-Br
27e R=4F 27! R = 4-OCH,Ph
27f R=2-Cl 27m R =2-NO,
27g R=4-Br 27n R=3-NO,

Figura 7. Estrutura de compostos azélicos com potencial atividade antifungica, sintetizados por
Chee colaboradores®

Os compostos sintetizados (Figura 7)
apresentaram atividade de moderada a
excelente contra todas as espécies de fungos
testadas in vitro (Candida sp. e Cryptococcus
neoformans). A maioria dos compostos
azodlicos demonstrou boa atividade inibitdria,
com destaque para o composto 27i, que
apresentou elevada atividade, com largo
espectro antifingico, sendo considerado
como um bom candidato para avaliagbes e
otimizagdes posteriores.*

Um trabalho recente, realizado por

Babazadeh-Qazijahani e colaboradores,*®
descreveu a preparacdio de novos
antifungicos azélicos do tipo éteres de oxima
com esqueleto do tipo imidazolilcromanona,
analogos do omoconazol (28, Figura 8).*’ O
omoconazol (28) e a maioria dos antifungicos
imidazodlicos contém cadeias laterais de éter
benzilico (29a-f), sendo assim foram
realizadas modificagdes moleculares,
aplicando a estratégia de fechamento de
anéis, aumentando a rigidez conformacional
da estrutura.
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Figura 8. Estrutura do fungicida omoconazol e seus andlogos, do tipo imidazolilcromanonas,
sintetizados por Babazadeh-Qazijahani e colaboradores®®

Os compostos 29a-f foram inativos contra
C. albicans com CMI > 64 pg mL™. Entretanto,
todos os derivados exibiram elevada
atividade contra C. gattii, com valores de CMI
na faixa de 0,5 a 4 ug mL™?, evidenciando a
variacdo de poténcia destes novos derivados
em fungdo da natureza do fungo. O derivado
azélico 29c¢ foi o que apresentou maior
atividade. Todos os compostos apresentaram
atividade contra A. fumigatus e E.
dermatitidis. Foi realizado também um
estudo preliminar, através modelagem
molecular, a fim de prever como os novos
compostos sintetizados poderiam interagir
com a CYP51 de Cryptococcus neoformans.

O interesse na investigacdo de novas
alternativas para tratamento de infecgOes
fungicas tem buscado ainda o estudo de
associacGes de agentes antifungicos azdlicos
com outros medicamentos, a fim de melhorar
a eficdcia e/ou diminuir a toxicidade de
compostos azélicos.>’ Cabral e
colaboradores investigaram a associa¢do
entre azdis e estatinas, considerando a
vantagem do sinergismo entre estas classes,
devido a baixa toxicidade e hidrofobicidade
das estatinas para seres humanos, em
comparagdo com os farmacos do tipo
azélicos.’® As estatinas agem como inibidores
competitivos da  3-hidréxi-3-metilglutaril-
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase),
enzima-chave que catalisa a biossintese de

mevalonato,® enquanto os azdis estdo
relacionados com a inibicio da CYP51.%
Embora ajam por mecanismos diferentes,
ambos interferem na biossintese de esterdis.
Neste trabalho foi avaliada a atividade in
vitro de cinco azdis (clotrimazol, fluconazol,
itraconazol, cetoconazol e miconazol) e cinco
estatinas (atorvastatina, lovastatina,
pravastatina, rosuvastatina e sinvastatina),
isolados ou em associagdes, testados contra
leveduras de S. cerevisiae e C. utilis por meios
de bioensaio de difusdo em agar, a fim de
detectar possiveis efeitos sinérgicos e
identificar as associagcbes mais promissoras.
Foi observado que azdis aplicados em
associacbes com atorvastatina, lovastatina,
rosuvastatina e sinvastatina, apresentaram
halos de inibicdo aumentados, em
comparagdo com o efeito do tratamento com
o azol isoladamente. Estes efeitos foram
confirmados por avaliacdo quantitativa e
gualitativa de esterdis. A possibilidade de
avaliar os efeitos combinados de antifungicos
azdlicos e estatinas pode ser considerada
como perspectiva para tratamentos
alternativos, tanto em infec¢des fungicas
gquanto em infecgdes causadas por
protozodrios.
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3. CYP51 no desenvolvimento de
substancias tripanocidas

Nas ultimas décadas, a pesquisa em
relacdo a sintese de novas moléculas para o
tratamento da doenca de Chagas (DC) vem
sendo beneficiada pela descoberta de novos
alvos em Trypanosoma cruzi, como o
sequenciamento  dos  genomas, que
contribuiu para identificacdo de diversos
genes onde muitos deles estdo presentes
apenas nas células do parasita e ndo no
homem.*! Desta forma, a identificacio de
varios alvos bioldgicos promissores neste
parasito, sendo a maioria enzimas, foi
favorecida pelo sequenciamento do genoma
do T. cruzi.

Dentre os alvos macromoleculares mais
explorados estdo as proteases (cisteino
proteases, serino proteases, metaloproteinas
e treonino proteases) que sdo de
fundamental importancia para o ciclo de vida
do parasito. Este alvo participa de diferentes
etapas do ciclo de desenvolvimento do T.
cruzi e é de fundamental importancia para a
colonizagdo do  hospedeiro, estando
envolvido desde o mecanismo de invasdo do

N
L 3o,

Sy

Vo

tecido conjuntivo até o escape da resposta
imune.** Um alvo bioquimico que tem sido
amplamente estudado na quimioterapia da
DC é a cruzaina ou cruzipaina, que constitui-
se na principal cisteino protease de T. cruzi,
expressa em todos os estagios do ciclo de
vida e possuindo varias fungGes de grande
relevancia para o sobrevivéncia do parasito.
Esta enzima vem impulsionando a descoberta
de varios inibidores potentes e seletivos
contra o T. cruzi. Dentre as classes de
inibidores estao os derivados ndo peptidicos
como as pirimidinas, tiossemicarbazonas e
chalconas.”*™® Outros alvos promissores na
quimioterapia de Chagas, também
identificados pelo sequenciamento do
genona no parasito, sdo a via glicolitica, o
metabolismo dependente de grupos tidis, a
transferéncia de 4cido sidlico e as DNA
topoisomerases.*

A Dbiossintese de esterdis (Figura 2) é
outro alvo de grande importancia e que vem
sendo explorado no desenvolvimento de
novos farmacos, visto que os inibidores da
biossintese de esteroides foram os Unicos
gue conseguiram chegar a triagens clinicas
avancadas como candidatos a farmacos anti-
chagasicos, apds os farmacos benznidazol
(30) e nifurtimox (31) (Figura 9).

%N’NL@
Os ©
O

31

NO,

Figura 9. Farmacos com atividade tripanocida, benznidazol (30) e nifurtimox (31)

No T. cruzi, os esteroides enddgenos
possuem fung¢do direta na viabilidade celular
e na regulacdo da atividade de enzimas de
membrana.” Apesar de o ergosterol ser um
produto final, comum as vias biossintéticas
tanto de tripanossomatideos quanto de
fungos, existem peculiaridades no que tange
a sintese desse lipideo, principalmente na
etapa de desmetilacdo mediada pela CYP51
de cada espécie. A despeito da baixa
similaridade entre as isoformas de CYP51 nos

diferentes Reinos, entre 22 e 33% na
sequéncia primaria de aminoéacidos,” todas
as enzimas possuem elevadas régio- e
estereosseletividades nas reagbes que
catalisam, o que diminui muito o nimero de
substratos possiveis. Até o momento, sdo
conhecidos apenas trés substratos para todas
as familias de esterol-14a-desmetilases,
sendo todos 14-metil-esteroides  pods-
esqualeno na via de biossintese, por
exemplo: lanosterol (10), eburicol (10a) e
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obtusifoliol (10b).*® Este  fenOmeno,
entretanto, faz com que ndo seja possivel
extrapolar as propriedades de um antifingico
azdlico capaz de inibir a CYP51 de um fungo

Lanosterol (10)

f:H:i
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para a CYP51 de um tripanossimatideo, ja
uma
por

afinidades
distintos

delas tem
substratos

gque cada
diferenciadas,
(Esquema 7).

Ergosterol (9)

CYP51
(T. cruzi)

——
——

Eburicol (10a) — Ergosterol (9)

CYPS51
(T. brucei)

——
——

—_— Ergosterol (9)

Obtusifeliol (10b)

Esquema 7. Substratos preferenciais de CYP51 de fungos (10), T. cruzi (10a) e T. brucei (10b)

A utilizacdo de inibidores de CYP51 com
atividade tripanocida aconteceu antes da
elucidacdo desta enzima como um alvo
potencial. Antifungicos como itraconazol e
cetoconazol foram testados in vitro e in vivo
em modelos de Chagas ainda na década de
80, com diminui¢do da carga parasitdria nos
animais infectados.””** A utilizacdo desses
antifungicos teve inicio no trabalho de
Mccabe e colaboradores,” que utilizou o
cetoconazol (18) em um modelo murino de
infeccdo por T. cruzi, devido ao fato de
relatos prévios da atividade deste azol contra
Plasmodium  falciparum® e Leishmania
tropica.51 Ainda assim, entre os compostos

gue mais se destacam como inibidores da
biossintese do ergosterol, com potencial
aplicacdo no tratamento de pacientes
chagasicos, estdo os fungicidas azdlicos,
inibidores da CYP51. Com o desenvolvimento
de novos derivados azdlicos da classe dos
triazdis, indicados na Figura 10, pode-se
constatar a eficacia e a atividade tripanocida
desses compostos sobre alvos especificos do
metabolismo do ergosterol. Estes compostos
triazdlicos agem sobre a CYP51 do T. cruzi,
impossibilitando a formacgao do intermedidrio
zimosterol a partir do lanosterol, impedindo
assim a formacdo do ergosterol.”** Desta
forma, o resultado da inibicdo nas etapas
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finais da biossintese do ergosterol é o ergosterol é considerada um alvo bioquimico
acumulo de precursores biossintéticos na  potencial também para a pesquisa de
membrana celular do T. cruzi, quimioterapicos para a DC, ja que este
comprometendo sua integridade, de forma esteroide é fundamental para a membrana
similar ao que acontece nos fungos (Figura celular dos tripanossomatideos.

5). Devido a isso, a etapa de biossintese do
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Figura 10. Compostos azdlicos, inibidores da biossintese de ergosterol, testados no tratamento
experimental da DC

Como as células dos hospedeiros literatura demonstram que o protozoario T.
vertebrados sdo dependentes do colesterol e  cruzi é extremamente suscetivel a diferentes
ndao do ergosterol, esta via bioquimica inibidores da biossintese de ergosterol, tanto
destaca-se como um alvo promissor para 0 em ensaios in vitro quanto in vivo.>>>*
tratamento da DC. Trabalhos descritos na Somado a isso, o gene da enzima Cl4da-
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desmetilase (Ergll) do parasito encontra-se
ativado, tanto na forma evolutiva presente
no mamifero quanto no inseto vetor, o que
destaca ainda mais a importancia deste alvo
metabdlico.”

Os triazdis primeiramente avaliados, tanto
experimental quanto clinicamente para o
tratamento da DC, foram o fluconazol (17), o
itraconazol (19) e o cetoconazol (18) (Figura

Sueth-Santiago, V. et al.

4), fdrmacos que possuem propriedades
antifungicas conhecidas. Contudo, apesar de
serem ativos contra o parasito, nenhum deles
apresentou resultados satisfatérios nos
ensaios  clinicos  realizados.®  Abaixo,
encontra-se a estrutura cristalogréfica da
CYP51 do Tripanosoma cruzi com o fluconazol
(17) ligado ao sitio catalitico da enzima
(Figura 11).

2wx2

Figura 11. Estrutura cristalografica da CYP51 do Trypanosoma cruzi com o fluconazol (17)
ligado ao sitio catalitico da enzima, depositado no Protein Data Bank (PDB) sob o cédigo 2WX2
(a esquerda). Esquema bidimensional de interagdo do fluconazol (17) com o sitio catalitico da
enzima, gerado pelo programa LigPlot a partir do mesmo cédigo (a direita)

Por outro lado, o tipifarnibe (34) (Figura
12), um inibidor da proteina humana
farnesiltransferase, foi apresentado como um
potente inibidor da CYP51 de T. cruzi (DEsq =
4 nM), diminuindo de forma expressiva o

crescimento do parasito, sendo considerado
um protétipo promissor para o]
desenvolvimento de novos derivados ativos
contrao T. cruzi.®
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34

Figura 12. Inibidor azdlico da farnesiltransferase, tipifarnibe (34)

Apesar dos  antifungicos  azdlicos,
inibidores da biossintese de ergosterol,
comercialmente disponiveis ndo serem
potentes o suficiente para a erradicacdo do T.
cruzi em modelos animais de infec¢do, ou
mesmo em pacientes humanos,***® alguns
derivados triazélicos, tais como o D0870 (32)
(Zeneca) e o posaconazol (24, SCH 56592;
Schering-Plough Research Institute) (Figura
10), foram selecionados para ensaios clinicos
para o tratamento da DC. Estes triazdis agem
como inibidores potentes da esterol Cl4a-
desmetilase, tanto de fungos quanto de
protozodrios, induzindo a cura parasitoldgica
em testes com camundongos nas fases
cronica e aguda da DC, sem apresentarem
efeitos toxicos as células hospedeiras.®®
Através de estudos complementares, ficou
comprovado que a atividade anti-T. cruzi
desses azdis deriva de suas propriedades
farmacocinéticas, bem como de suas
atividades tripanocidas potentes e seletivas
frente as diferentes formas evolutivas do
parasita.  Estes triazdis possuem ampla
capacidade de distribuicdo através de
diferentes tecidos, além de longa meia-
vida.””*® Contudo, nas triagens clinicas para
infeccGes fungicas, o composto azélico (32)
apresentou efeitos colaterais importantes,
culminando com a sua interrupg&o.>

Com base nos dados apresentados, Urbina
e colaboradores estudaram a atividade do
TAK-187 (33) (Figura 10), um triazol fungicida
e inibidor da CYP51 com longa meia-vida
contra o T. cruzi in vitro e em diversos
modelos de infec¢do em animais. Os estudos
in vitro revelaram que a concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi de 0,3-1,0 uM

contra a forma epimastigota e de 1 nM
contra a forma amastigosta. Estes
pesquisadores também avaliaram o efeito do
composto azélico (33) por um longo periodo
de tratamento e observaram que quando 33
foi administrado em dias alternados em
doses de 10-20 mg/kg em camundongos nas
fases aguda e cronica da doenca, levou a 80-
100% de sobrevivéncia com 80-100% de cura
parasitologica, em ambas as fases.”® Este
grupo também demonstrou que ndo foram
observados efeitos secundarios téxicos em
nenhum dos protocolos experimentais,
qualificando o TAK-187 (33) para estudos
avancados para o tratamento da DC.**

Dentre os inibidores da biossintese de
ergosterol, o composto triazdlico albaconazol
(UR-9825) (26) foi um dos mais potentes
inibidores da CYP51 do T. cruzi, sendo
confirmado por cromatografia gasosa de alta
resolucdo acoplado a espectrometria de
massas através da observacdo da diminuicdo
dos esterdis enddgenos do tipo 4,14-desmetil
e o0 acumulo de esterdis metilados em
extratos apolares, obtidos a partir de pellets
de células do parasita. Os resultados
revelaram a alta atividade do composto
contra a forma epimastigota com CIM de 30
nM, 33 vezes menor do que o composto
referéncia, o cetoconazol (18). J4 para a
forma amastigota, o UR-9825 se mostrou
mais ativo com CIM de 10 nM.”’ Seguindo
essa mesma linha de pesquisa, Guedes e
colaboradores comprovaram a atividade
tripanocida in vivo do UR-9825 (26) como
também a sua baixa toxicidade frente as
células de hospedeiros. Estes pesquisadores
testaram este composto contra duas cepas
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do parasita, Y e Berenice-78, usando
cachorros como hospedeiros, e observaram
cura parasitolégica de 25 e 100% em animais
tratados com 1,5 mg/Kg/dia de albaconazol
(26) por 60 e 90 dias, respectivamente, para
cepa Y o mesmo ndo ocorrido para a cepa
Berenice-78. Esses resultados mostraram o
UR-9825 (26) como um potente candidato
para o tratamento da DC.®

Outro derivado triazélico revelado como
um potente candidato anti-T. cruzi para
triagens clinicas foi o ravuconazol (25, Figura
10), com elevada atividade in vitro e in vivo.>
Apesar do grande interesse na pesquisa em
torno dos azdis, um estudo realizado
anteriormente relatou que pacientes podem
apresentar resisténcia a esta classe de
farmacos. Isto devido a testes realizados in
vitro onde o0s parasitos na presenca de
fluconazol (17) em um periodo de quatro
meses apresentaram resisténcia cruzada a
outros azdis, como o cetoconazol (18) e
itraconazol (19), o que poderia ocasionar
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uma barreira para o avanco do tratamento da
DC pelos compostos azdlicos.”” Somado a
isso, a falta de conhecimentos estruturais
sobre o local de ligagdo dos farmacos
prejudicava o trabalho de otimizacdo dos
compostos azoélicos quanto a atividade sobre
o T. cruzi. Contudo, o conhecimento recente
da estrutura cristalina das CYP51 do T. cruzi e
do T. brucei cocristalizadas com os inibidores
fluconazol (17) ou posaconazol (24), permitiu
de forma racional o desenvolvimento de
novos farmacos tripanocidas com elevadas
atividades.®***

Abaixo encontra-se a Figura 13,
mostrando o numero de trabalhos publicados
no periodo de 2003 a 2014 contendo os
termos “CYP51” ou “sterol 14a-demethylase”
e “Trypanosoma cruzi”, disponiveis na base
de dados Scopus. Podemos observar um
crescimento acentuado do numero de
trabalhos a partir do ano de 2010, quando foi
disponibilizada a estrutura cocristalizada da
CYP51 com alguns dos seus inibidores.

14
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Figura 13. Trabalhos publicados no periodo de 2003 a 2014, contendo os termos “CYP51” ou
“sterol 14a-demethylase” e “Trypanosoma cruzi” disponiveis na base de dados Scopus (Fonte:
http://www.scopus.com/). Pesquisa realizada em 05/02/2015

Franklim e colaboradores descreveram o
planejamento, sintese e a avaliagdo da
atividade tripanocida de derivados
heterociclicos da classe dos 1,2,4-triazolo-3-

tionas, preparados a partir da amida natural
piperina (35), principal constituinte quimico
dos frutos de Piper nigrum (pimenta do
reino). Este produto natural é accessivel e de
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facil isolamento, tornando-se atraente ao
planejamento e sintese de novas moléculas
com potencial aplicacdo como farmacos
antiparasitarios. Este trabalho teve como
ponto de partida as informag¢bes quanto as
atividades tripanocidas da piperina e de seus
analogos, relatada anteriormente pelo
mesmo grupo.®®*® Outro dado relevante no
planejamento dos derivados triazdlicos
envolveu a conhecida atividade da amida
natural na inibicdo de enzimas do sistema
microssomal hepatico, responsaveis pela
detoxificagio de xenobidticos.”’” Para o
planejamento dos novos derivados triazélicos
diferentemente substituidos teve-se como

Bioisosterismo

.f'_'J\_“\

o N,-",r_
{D@M‘*)D \N
0 . Cl
35

Vq

base as estratégias do bioisosterismo e da
hibridacdo molecular, uma vez que o nucleo
1,2,4-triazolo-3-tiona é o farmacoforo
presente no antifingico comercialmente
disponivel  protioconazol.®* O derivado
substituido no nucleo triazélico pelo radical
cicloexila (36f, Figura 14) foi o que
apresentou melhor perfil de atividade contra
as formas proliferativas do Trypanosoma
cruzi (cepa Y), apresentando valores de Clsy
de 183 e 8,87 uM contra formas
epimastigota e amastigota, respectivamente.
A CYP51 do T. cruzi é o provavel alvo destes
novos triazois, derivados da piperina.®’

NH
)\\‘5 cl

OH
Protioconazol  364. 1 = Metil
36b: R = Etil
36¢: R = Isopropil
36d: R = n-butil

36e: R = n-hexil

Hibridacdo 36f: R = Cicloexil
tolecular 36g: R = Fenil
36h: R = Benzil
n-NH 36i: R = 3,4,5-trimetoxifenil
==/ % 36j: R = tert-butil
0 N ;
< . 36k: R = 4-[metiltio)fenil

e R 360 R = 3-metoxifenil

3ba-m

36m: R = 4-(trifluormetil)fenil

Figura 14. Piperina (35) e seus derivados triazélicos (36a-36m),ativos contra o T. cruzi,
planejados como inibidores da 14@-desmetilase

Compostos imidazdlicos
peptidomiméticos (37-42) também
mostraram elevada atividade contra o T.
cruzi. Os derivados 38-42, originados do
composto FTI-2220 (37, Figura 15) que possui
potencia inibitoria sobre a proteina
farnesiltransferase (PFT) do T. brucei (ICso de
8 nM), foram planejados também como
inibidores da PFT, mas durante os estudos foi
observado que agiam sobre a CYP51. Estes

derivados foram entdo administrados por via
oral em camundongos com infec¢do aguda da
DC, levando a 100% de sobrevivéncia com
diminuicdo expressiva da parasitemia. O alvo
destes compostos, a CYP51, foi confirmado
por estudos de marcacdo metabdlica, junto a
analises de perfil lipidico por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de

massas.53’7°
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38 39-42

39 R; =CO,CH;; R, =H

40 R, = H; R, = Fenil

41 R = S R,= Fenil
h
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2 Rl_g%\ D R,= Fenil
N

Figura 15. FTI-2220 (37) e seus derivados imidazélicos peptidomiméticos dissubstituidos (38-
42), ativos contra T. cruzi

Novos compostos dialquilimidazdlicos
também apresentaram potente acdo anti-T.
cruzi (Figura 16). Os novos derivados foram
sintetizados por simplificacdo molecular do
derivado imidazdlico (43), tendo como
objetivo a diminui¢ao do peso molecular e da
hidrofobicidade. Apds andlise da REA dos
novos 75 dialquilimidazdis sintetizados neste
trabalho, todos inibidores da CYP51 de T.
cruzi, foram evidenciados como o0s
compostos mais ativos da série os derivados
halogenados (44, 45 e 46, Figura 15), que
apresentaram excelentes atividades contra a

forma amastigota do parasita. Esses
compostos  apresentaram  propriedades
fisico-quimicas adequadas para serem

administrados por via oral e podem ser

sintetizados a baixo custo, atendendo assim a
dois requisitos essenciais para candidatos a
farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas.” O tamanho e a configuracdo da
regido N-substituida das substancias azdlicas
estdo relacionados diretamente com o
potencial de inibicdo destes compostos
frente a CYP51, j& que ocorrem outras
interacbes com a parte proteica desta
enzima. Desta forma, compostos que sdo
mais volumosos possuem maior poder de
inibicdo na CYP51 de fungos, como o caso do
cetoconazol (18), mas em humanos
apresentam alta toxicidade, devido a menor
seletividade, inibindo outros citocromos,
além da CYP51."”
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43

44 R, =-Cl; Ry;=-CH;=0,6 nM (a)
45 R,= -Cl; Ry=-H=2,1nM (b)
46 R,=-F; Ry=-H=1,1nM(c)

Figura 16. Novos compostos dialquilimidazoélicos (44-46) com potente ac¢do anti-T. cruzi
derivados simplificados do protdtipo(43)

Através de ensaios bioquimicos em larga
escala (HTS), Andriani e colaboradores
estudaram a relagdo estrutura-atividade de
uma classe de compostos baseados no
nudcleo imidazdlico e relataram que este
guimiotipo inibe a CYP51 de T. cruzi, hipotese
confirmada por analises cristalograficas de
raio-X. Estes pesquisadores mostraram que o

Cl

composto imidazélico (47, Figura 17),
apresenta-se como um ligante eficiente, ECsg
= 0,08 uM, com alta seletividade em relagdo
a células do hospedeiro e pode ser preparado
através de wuma rota sintética curta,
contrastando com outros inibidores da
CYP51, o que o coloca como um protétipo
promissor para futuras otimizagc”)es.73

N
N;>N

47

Figura 17. Composto imidazdlico (47), um ligante eficiente e seletivo da CYP51 de T. cruzi

Outro composto que apresentou atividade
in vitro e in vivo sobre o T. cruzi foi o
composto antiarritmico amiodarona (48)
(Figura 18), que é frequentemente indicado
para o tratamento sintomdtico de pacientes
com DC e também tem sido apresentado
como antifingico. Este composto age

sinergicamente com o posaconazol (24),
prejudicando a homeostase de Ca** do
parasita, além de bloquear a biossintese de
ergosterol.  Este estudo revelou a
possibilidade do uso de terapias combinadas
para o tratamento da DC.”*
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48

Figura 18. Composto antiarritmico amiodarona (48) com atividade in vitro e in vivo sobre o T.
cruzi

Outro composto revelado como excelente
candidato a triagens clinicas foi o VNI (49),
que surgiu de estudos especificos sobre a
inibicdo da atividade da CYP51 de T. cruzi
(Figura 19). Esta pequena molécula curou
ratos infectados com a cepa Tulahuen, tanto
na fase aguda quanto na fase crénica da DC,
qguando administrada oralmente em uma
dose de 25 mg/Kg, por duas vezes ao dia,
durante 30 dias. Os resultados desta pesquisa
mostraram que o VNI (49) possui
propriedades farmacocinéticas promissoras,
como boa biodisponibilidade por via oral,
baixa toxicidade e custo reduzido (menor que
$0,10/mg). O desenvolvimento  desta
molécula foi importante na validacdo da

NN Cl cl
©/QO)\©\H/N .

0 TN

2 o

CYP51 de T. cruzi como alvo bioquimico para
novos farmacos Uteis no tratamento da DC.22
Em outro estudo, o VNI e seu derivado
VNI/VNF (50), também inibidor da CYP51,
foram ativos contra cepas Y e Colombiana,
resistentes ao benznidazol, apresentando
alta eficacia antiparasitaria contra as formas
tripomastigota e amastigota, que sao

relevantes para infeccdo no hospedeiro
mamifero. O principal dano estrutural
provocado pelo VNI no T. cruzi estd
relacionado ao aparelho Golgi e a

organizacao do reticulo endoplasmatico. Este
estudo evidencia o VNI como um excelente
candidato a farmaco aplicavel a
quimioterapia da DC.”°

50

Figura 19. VNI (49) e seu derivado VNI/VNF (50) apresentaram alta eficacia parasitaria contra
as formas tripomastigota e amastigota do T. cruzi

Hargrove e colaboradores descreveram a
atividade inibitéria de dois compostos
derivados da piridina, UDO (EPL-BS1246) (51)
e UDD (EPL-BS0967) (52), frente a CYP51 de
T. cruzi (Figura 20). Os paramentos de ligacdo
e os efeitos inibitdrios na atividade da CYP51
confirmaram UDO e UDD como inibidores
potentes e seletivos da CYP51 da cepa
Tulahuen, com ECs 75 e 15 nM,

respectivamente. As caracteristicas que
permitiram estes compostos serem mais
seletivos que os azdis foram demonstradas
pelas andlises comparativas da ligacdo da
piridina e dos azéis com a CYP51. Devido a
ligacdo coordenada mais longa entre o ferro
heme do sitio catalitico e o nitrogénio da
piridina, o potencial de reducdo do ferro pela
piridina é mais fraco, o que pode ser a base
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para a seletividade observada para estes
compostos frente ao alvo da enzima contra
outros citocromos P450. A elevada potencia
inibitéria dos compostos (51) e (52) pode ser

Cl
N
F
/ N\ =N
L /%

51

Vo

justificada pelo encaixe o6timo entre as
moléculas inibidoras e a topologia do sitio
ativo da CYP51 de T. cruzi.”’

52

0

N

Figura 20. Os compostos ndo azélicos UDO (51) e UDD (52) se mostraram potentes e seletivos
inibidores contra CYP51 em T. cruzi

Outro inibidor da CYP51 ndo-azdlico que
apresentou taxa de 60% de cura
parasitolégica em camundongos infectados
com o T. cruzi, foi LP10 (53) (ECso= 0,65 uM),
derivado 4-aminopiridina, identificado por
HTS,”® Figura 21. Seguindo esta linha de
pesquisa, Choi e colaboradores sintetizaram
analogos do isbmero S do composto LP10,
desenvolvidos a partir de consideracdes
baseadas na estrutura do composto 53
somado a andlises de estabilidade
microssomal e inibicdo sobre a CYP51 do T.
cruzi, com o intuito de otimiza-los frente ao
composto de origem. Os derivados (54), (55),
(56), (57) e (58) apresentaram atividade
expressiva sobre a forma amastigota do
parasita, cultivado em mioblastos humanos,
com destaque para os compostos 55 e 57
com ECso= 0,014 e 0,018 UM,
respectivamente. Além disso, a maioria dos
derivados sintetizados apresentou melhoria
na estabilidade microssomal e na atividade
bioquimica somada a seletividade contra
CYP's humana, o que foi compreendido pelo
estudo da relacdao estrutura-atividade dos
derivados.” J4 o isdmero R deste derivado do
D-triptofano, foi 1000 vezes mais potente

gue o enantibmero S do LP10 (53). Os
compostos com configuragdo R foram
desenvolvidos a partir de estudos de
cristalografia de raio-X da estrutura da
enzima cocristalizada com o inibidor S (54)
complexado com a CYP51 do T. brucei e por
fim, comparados com o posaconazol quanto
ao modo de ligacdo no sitio ativo da CYP51.
Com base nesta informacdo foi sintetizada
uma série de analogos do estereoisbmero
mais ativo (59-65) que apresentaram potente
atividade tripanocida, comprovando assim
sua eficacia no tratamento da DC,
gualificando esta série como um modelo
interessante para futuras otimizagdes.*

O fungicida atéxico, fenarimol (66),
utilizado para fins agricolas, foi descoberto
como potente inibidor sobre o T. cruzi, com
provavel atuacdo sobre a CYP51 (Figura 22).
Seus andlogos, preparados através de
estudos da REA, foram ainda mais ativos
destacando-se o composto(67) com potente
atividade sobre o T. cruzi, sendo capaz de
suprimir a  parasitemia para niveis
indetectdveis numa dose oral de 20
mg/Kg/dia, durante 20 dias.*
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Figura 22. Fenarimol (66) e seu analogo (67), ativos contra o T. cruzi

4. Questoes de seletividade

No ambito do desenvolvimento de novos
guimioterapicos com atividade
antiparasitaria, o paradigma que rege o
método racional de descoberta de moléculas
potencialmente  bioativas foi  aquele
originalmente proposto por Ehrlich, em sua
concepc¢ao de que para cada doenca haveria

um alvo especifico e que o farmaco ideal para
seu tratamento deveria atuar unicamente
neste alvo.*” Este conceito serviu de base
para o desenvolvimento de farmacos ao
longo da histéria da Quimica Medicinal e foi
de suma importancia para o entendimento e
controle de diversas doencgas até entdo
intrataveis. Entretanto, dois problemas estdo
intimamente associados a este paradigma: a
seletividade do farmaco nem sempre é
alcancada de forma a eliminar
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completamente efeitos colaterais e ha
doengas onde considerar um Unico alvo nao é
a melhor abordagem para o seu tratamento.

Dentro do escopo de quimioterapia
antiparasitaria envolvendo a CYP51 como
alvo, o maior problema associado a
seletividade se deve ao grande numero de
enzimas estruturalmente semelhantes, tanto
no parasito (fungo ou protozodrio) quanto no
hospedeiro. ~Mesmo havendo  pouca
similaridade entre as enzimas,” a estrutura
do sitio ativo (que contém o grupo heme) se
mantém ndo apenas entre isoformas de
CYP51 de diferentes espécies, mas de outras
enzimas microssomais dos organismos
envolvidos.” Diversos antiftingicos, inibidores
de CYP51, tiveram seu uso descontinuado em
decorréncia de hepatotoxicidade, devido a
inibicdo de outras enzimas do sistema

microssomal hepético.®*** A exposicio a
CHs?
CH

CH

Vq

inibidores da CYP51 a longo prazo pode
causar efeitos deletérios sobre a biossintese
celular de esteroides e a inibicdo de enzimas
do sistema microssomal hepatico, causando
problemas na esteroidogénese e no
metabolismo de fase | de farmacos e
xenobidticos, o que pode causar intoxicagao,
caso haja aumento exagerado de toxinas na
corrente  sanguinea, que normalmente
seriam metabolizadas.®

Outro exemplo de interagdo inespecifica
de inibidores da CYP51 envolve a CYP19 (ou
aromatase). A CYP19 é uma enzima localizada
no reticulo endoplasmatico, responsavel pela
desmetilacdo na posicdo 10 de diferentes
esteroides, e.g. na conversao de
androstenodiona (68) em estrona (69) ou
testosterona (70) em estradiol (71),%* como
visto na Figura 23.

ICH-GI H 0
CYPl9
—_— =
HO 69
4, OH
CYPL9
o =
HO 71

Figura 23. Principais reagdes catalisadas pela aromatase (CYP19): conversdo de
androstenodiona (68) em estrona (69) e testosterona (70) em estradiol (71)

A reducdo dos niveis de estradiol pela
inibicdo da CYP19 é o principio de farmacos
como o letrozol (72), e que sdo utilizados no
tratamento de canceres de mama hormonio-
dependentes.’’” Como pode ser visto na
Figura 24, ha grande semelhanga estrutural
entre o letrozol (72) e um inibidor triazélico
cldssico de CYP51 como, por exemplo, o
voriconazol (23). 0] grupamento
farmacoférico de ancoramento no grupo

heme das respectivas enzimas se mantém
como um 1-alquil-1,2,4-triazol. 0]
grupamento 2,4-difldor-fenil do voriconazol é
substituido por uma 4-benzonitrila, através
de um bioisosterismo de anéis,®® onde se
mantém o mesmo tipo de efeito indutivo do
substituinte (retirada de elétrons do anel
aromatico). Dessa forma, fica evidente a
semelhangca estrutural entre inibidores
classicos das duas enzimas, o que justifica a
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possibilidade de interacdo entre estes dois
farmacos e os dois alvos para os quais foram
planejados. De fato, Trosken e colaboradores
verificaram que diversos antifingicos
azolicos, inibidores de CYP51, também sao
inibidores de CYP19, sendo que alguns deles
apresentam valores de Clsp na mesma ordem

cl

cl
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de grandeza dos farmacos planejados para a
inibicdo desta enzima, como o miconazol
(73).¥ A principal consequéncia desta
interacdo indesejavel é a influéncia da
utilizacdo de antiflngicos azdlicos sobre a
biossintese de estrogénios (como o estradiol)
no hospedeiro.”

CM 77

Figura 24. Estruturas do voriconazol (23) e miconazol (73), inibidores de CYP51, e do letronazol
(72), inibidor de CYP19. Em azul, o farmacdforo heterociclico (triazol ou imidazol) responsavel
pela ligacdo com o grupo heme das respectivas enzimas. Em amarelo, os substituintes
aromaticos bioisostéricos dos trés azdis

Desta forma, o desenvolvimento de novos
antiparasitarios azélicos, inibidores de CYP51,
deve ser conduzido de modo a se verificar
sistematicamente sua agdo sobre outras
formas de CYP, a fim de se minimizar os
efeitos colaterais oriundos por eventuais
interacbes com outras metaloenzimas,
importantes na manutenc¢do de fungdes vitais
no organismo do hospedeiro.

Uma outra questdo, que perpassa o
conceito da “bala-magica” de Ehrlich, é a
consideracdo de que 0Ss  processos
patoldgicos possuem componentes
multifatoriais.”* A DC, por exemplo, envolve
pelo menos duas formas evolutivas do T.

cruzi no hospedeiro (amastigota e
tripomastigota, com diferencas bioquimicas e
estruturais) e diversas células do hospedeiro
passiveis de infecgdo. Os processos de
invasdo celular, de reprodugao, e de evasao
do sistema imunoldgico do hospedeiro do
parasito sdo mediados por diversas enzimas e
receptores, o que torna razodvel a hipdtese
de que moduladores multiplos possuam uma
maior chance de lograr sucesso no controle
desta infecgdao. Como exemplo dos aspectos
multifatoriais no processo de infeccdo e
manutencdao do parasito no organismo
hospedeiro, Freire-de-Lima e colaboradores
demonstraram que a presenca de células
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apoptdticas aumenta a replicacdo do parasito
em culturas de macréfagos infectados por T.
cruzi, e que a presenca de anti-inflamatérios
ndo-esteroidais (como o acido acetilsalicilico)
diminui a quantidade de parasitos in vitro e in
vivo, evidenciando a participacdo de outros
mediadores no processo de infec¢do.”

5. Conclusoes e perspectivas

O planejamento de novos quimioterdpicos
antiparasitarios, que possuam como alvo a
lanosterol 14a-desmetilase  (CYP51) de
fungos ou de T. cruzi, apresenta-se como um
desafio importante na drea da Quimica
Medicinal, permitindo  somar  novas
alternativas ao arsenal terapéutico
atualmente disponivel. Além do objetivo de
se obter moléculas que possuam um
espectro de acdo amplo, deve-se levar em
consideracdo a seletividade destas novas
moléculas em relacdo outras enzimas do
citocromo P-450, que possam vir a mostrar
efeitos deletérios sobre o organismo do
hospedeiro. O paradigma da “bala-magica”
de Ehrlich também deve ser reavaliado, uma
vez que as parasitoses s3ao doengas
multifatoriais que podem ser mais bem
controladas com a agdo sinérgica do
candidato a farmaco sobre mais de um alvo
envolvido no processo fisiopatolégico da
infeccdo, o que é um fato incontestavel no
caso da doenga de Chagas. Uma vez
evidenciado o perfil de atividade de um novo
inibidor de CYP51 devem também ser
estudados todos os potenciais efeitos tdxicos
desta nova molécula, de forma a tornar
possivel a avaliagdo do custo-beneficio do
seu uso no tratamento de pacientes para que
o mesmo seja, enfim, transformado em
farmaco.
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