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RESUMO

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada que possui como agente etioldgico
o Trypanosoma cruzi. O tratamento é baseado no benzonidazol (Bzn), que é muito
toxico e mais efetivo na fase aguda da doenca. Assim, o desafio no tratamento desta
€ a descoberta de farmacos mais eficazes. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
investigar a agao tripanocida e imunomoduladora de dezoito novos compostos
tiazolidinonicos. Para avaliacao in silico, foi feito docking molecular tendo como alvo a
enzima cruzaina. Para a citotoxicidade, diferentes tipos celulares foram utilizados; a
atividade tripanocida foi avaliada frente a epimastigotas e tripomastigotas; para a
dosagem de 6xido nitrico (ON) foram utilizados macrofagos; para investigar o perfil
imunomodulatério e de morte celular, esplenécitos murinos e tripomastigotas,
respectivamente, foram utilizados. Para adquirir os valores de CCso e I1Cso, utilizou-se
o software Prism 5.0 e para analise estatistica foram empregados testes nédo
paramétricos de Mann-Whitney (variabilidade entre grupos tratados) e de Wilcoxon
(variabilidade entre grupos tratado e controle). Todas as conclusdes foram tomadas
ao nivel de significancia de 5%. A série DR demonstrou maior afinidade in silico pela
cruzaina que a TD. A maioria dos compostos foi menos toxica em relacdo a droga de
referéncia para aos 3 tipos celulares. Com relacdo a atividade tripanocida, os
destaques em comparacdo ao Bzn frente a epimastigotas foram TD-03 (5,09 uM) e
TD-06 (7,71 pM) e frente a tripomastigotas foram TD-01 (28,37 uM), TD-03 (15,34
uM), TD-06 (7,99 uM) e TD-09 (29,61 uM). Nenhum composto induziu a producéo de
ON. Houve producéao de citocinas chaves para o desenvolvimento de resposta imune
efetora e regulatéria (TNF, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-17). A concentracdo de 1x a ICso
induziu apoptose na maioria dos compostos avaliados. O composto TD-06 possuiu
interessante atividade antiparasitaria, citotoxica e imunomoduladora, sendo um
potencial candidato a farmaco para a doenca.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Imunomodula¢éo.Trypanosoma cruzi.
Farmacos
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ABSTRACT

Chagas disease is a neglected disease that has as its etiological agent Trypanosoma
cruzi. The treatment is based on benzonidazole (Bzn), which is very toxic and more
effective in the acute phase of the disease. Thus, the challenge about the treatment of
this disease is the discovery of more effective drugs. Thus, the objective of the study
was to investigate the trypanocidal and immunomodulatory effects of eighteen new
thiazolidinone compounds. For the in silico evaluation, it was done a molecular docking
targeting the cruzaine enzyme. For cytotoxicity analisys, different cell types were used;
trypanocidal activity was evaluated against epimastigotes and trypomastigotes; for the
nitric oxide (NO) dosage, macrophages were used; to investigate the
immunomodulatory and cell death profile, murine splenocytes and trypomastigotes,
respectively, were used. In order to achieve the values of CCso and ICso, the software
Prism 5.0 was used and non-parametric tests of Mann-Whitney (variability between
treated groups) and Wilcoxon (variability between treated and control groups) were
used for statistical analysis. All conclusions were taken at the significance level of 5%.
The DR series demonstrated higher in silico affinity for cruzaine than TD. Most of the
compounds were less toxic than the reference drug for the 3 cell types. Regarding
trypanocidal activity, the highlights in comparison to the Bzn against epimastigotes
were TD-03 (5.09 yM) and TD-06 (7.71 uyM) and against trypomastigotes were TD-01
(28.37 uM), TD-03 (15.34 pM), TD-06 (7.99 pM) and TD-09 (29.61 uM). No compound
induced NO production. There was the production of key cytokines for the development
of effector and regulatory immune response (TNF, IL-2, IL-6, IL-10 and IL-17). The
concentration of 1x ICso induced apoptosis in most of the evaluated compounds.
Compound TD-06 had interesting antiparasitic, cytotoxic and immunomodulatory
activity, being a potential candidate for the drug for the disease.

Keywords: Chagas disease. Immunomodulation. Trypanosoma cruzi. Drugs



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Desenho esquematico das formas evolutivas de Trypanosoma cruzi......... 17
Figura 2 - Estruturas intracelulares de epimastigotas de Trypanosoma cruzi............ 19
Figura 3 - Ciclo bioldgico de Trypan0SOMa CrUZI............uuuuuuiieiiiiieeeeeeeeeseeeseeeesssnnnnnnnns 20

Figura 4 - Radiografias de algumas das apresentacdes clinicas da doenca de

Figura 6 - Sintese das tiossemicarbazonas e 4-tiazolinonas, reagentes e

(ol0] g0 [[of0 L= L J TP PTRPRPPI 37

Figura 7 - Estruturas e pesos moleculares de uma nova classe de compostos
tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via

SINLELICA, SEIME TD)...iiiiiiiiieiiice et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaesaaanenaaaas 38

Figura 8 - As interacdes intermoleculares que ocorrem nas melhores solugdes de
docking (TD-06 e DR-06) de cada série e os residuos de aminoacidos do sitio ativo

DA CTUZAINAL e 48



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Atividade tripanocida dos compostos TD-03 e TD-06 frente a epimastigotas
(DM28) d€ TrYPANOSOMIE@ ClUZI.....evvvuetiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaaaa s s e bbb reeeeeeaeaeeeeaeeas 51

Gréfico 2 - Atividade tripanocida dos compostos TD-01, TD-03, TD-06 e TD-09 frente
a tripomastigotas (cepa Y) de TrypanOSOMEA CrUZI.......cceeeeeeeeeeeeieeeieeiieiiiniinaanaeeeeeeeeens 53

Gréfico 3 - Inducéo da producéo das citocinas IFN-y, IL-2, TNF e IL-6 pelos diferentes

COMPOSLOS NO LEMPO AE 6 AIAS.....uuiiieeiie e 56

Gréfico 4 - Inducdo da producédo da citocina IL-10 pelos diferentes compostos no

TEMPO AE B IAS.....eeeiiiiiiieie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaeaees 58

Grafico 5 - Inducdo da producdo da citocina IL-17 pelos diferentes compostos no
(=] 0] oTolo [N o [T L T TP PPPPPPPPP 58

Gréfico 6 - Inducao de apoptose inicial frente ao tratamento com 1xICso e 2xICso dos

(o0 14 o J0 1Sy (o 1SRN (=1 = Lo [0 1S TSSO 59

Grafico 7 - Inducéo de apoptose tardia frente ao tratamento com 1xICso e 2xICso dos

(o0 141 0 T0 1Sy (o 1SRN (=1 = Lo [0 1S TSR 60

Grafico 8 - Inducdo de necrose frente ao tratamento com 1xICso e 2xICso dos

COMPOSEOS TESTAUOS. ...cceeeieee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e anes 61



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Anormalidades de eséfago e cdlon na Doenca de Chagas baseadas no

=10 L PO PP PP UPPPP 23
Quadro 2 - Esquema terapéutico da doenca de Chagas...........cccevvvvvevvvneiiiiiieeeeeeeenn, 30
Quadro 3 - Questdes que permanecem sem respostas na doenca de Chagas.......... 31

Quadro 4 - Critérios aceitaveis e ideais, segundo o DNDI, para o tratamento da doenca
(0 [ O 0= To F= 1 PP P P PP TP TTPPPPPP 32



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Substituintes e pesos moleculares das tiossemicarbazonas e 4-
LU= V0] 1 T0] 1 = LS PSP 37

Tabela 2 - Valores de score (ChemPLP) para as solu¢des de docking dos compostos

TD e DR em seus respectivoS iISOMEIOS E € Z.........eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 46

Tabela 3 - Atividade citotoxica — concentracdo atdéxica em pg/ml e uM — frente a
esplendcitos murinos de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e

de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética, série TD)..........c...cceuueee. 49

Tabela 4 - Atividade citotoxica em pg/ml e uM frente a hepatécios (HepG2) de uma
nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas

(intermediarios de sua via Sintética, SErie TD).......ccevveieeeii i 49

Tabela 5 - Atividade citotoxica — CCso em pug/ml e uM — frente a macrofagos (J774) de
uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas

(intermediarios de sua via sintética, SEre TD).........ovvviviiiiiiiiiie e 50

Tabela 6 - Atividade tripanocida — 1ICso em pg/ml e uM — frente a epimastigotas de uma
nova classe de compostos tiazolidinonicos de tiossemicarbazonas (intermediarios de

SUA Via SINLELICA, SEHE TD)...uiiiii i e e e e e e e aaaaeaes 51

Tabela 7 - Atividade tripanocida — ICso em pg/ml e uM — frente a tripomastigotas (cepa
Y) de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de

tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética, série

Tabela 8 - indice de seletividade (ISe) para a forma epimastigota (Dm28) de
Trypanosoma cruzi de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e

de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética, seérie



Tabela 9 - indice de seletividade (ISe) para a forma tripomastigota de Trypanosoma
cruzi de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de

tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética, série TD).



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

7-AAD 7-aminoactinomicina D

ADME Absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecao
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AV Anexina-V

BENEFIT Benznidazole Evaluation For Interrupting Trypanosomiasis
CCso Concentragao citotoxica para 50% das células
CDC Centers for Disease Control and Prevention
CEUA Comité de Etica no Uso de Animais

ConA Concanavalina A

DNDi Drugs for Neglected Diseases initiative

DMSO Dimetilsulfoxido

DTU Discreat Type Unit

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FIOCRUZ Fundacao Oswaldo Cruz

ICs0 Concentracgdo inibitéria para 50% dos parasitos
IFN-y Interferon-gama

IGM Instituto Gongalo Moniz

IL Interleucina

ISe indice de seletividade

LAFEPE Laboratorio Farmacéutico de Pernambuco
LPS Lipopolissacarideo

ND N&o Determinado

NR N&o Realizado

NK Natural killer

NTR Nitrorredutase do tipo 1

OMS Organizagao Mundial de Saude

PCR Polymerase chain reaction

SFB Soro Fetal Bovino

Th T helper

TNF Tumor necrosis factor

TPP Target Product Profile

Tc (I, 11, V, VI) Cepas de Trypanosoma cruzi



SUMARIO

1 INTRODUGADO........iit ettt ettt sttt ete e aes 16
2 REVISAO DA LITERATURA ... ..ot 16
2.1 Aspectos gerais de T. cruzi e dadoengade Chagas..........ccccuvvveiiieeiiiieeeieneennn. 16
2.2 Diagnaostico laboratorial da doenca de Chagas.........ccccoeeeeeeeeivieieeiecceeen, 21
2.3 Formas clinicas da doenca de Chagas............cuuuvuiuiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiaiiaans 22
2.4 Aspectos imunolégicos da doenga de Chagas..........ceevvvieieiieeeniiiieeeeee e 24
2.4.1 INTECGAO AQUAA......ci ittt 24
W N [ 0 (=ToToF= (o o] €0 ] 1 o1 VR 26
2.5 Tratamento da doenca de Chagas............cccoovviviiiiiiiiiiiiiicie e, 28
2.6 Desafio no estudo de drogas eficazes para a doenga de Chagas.................... 31

2.7 Drogas sintéticas e novas abordagens terapéuticas para a doenca de

CRAIGAS. ..t 33
3 OBUIETIVOS. ..ttt ettt 36
3.1 ODJELIVO QEIAL... .o 36
3.2 ODbjetivOs @SPECITICOS. ...t 36
4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS.......cocoviiueieeeeeeeee e 37
I @0 1 ] 010 1] (01 TSP 37
4.2 DOCKING MOIECUIAT.......eeeiiieceice et e e e e 40
G BN o1 = 1 7 40
4.4 Obtencao de espleniCitoS MUIINOS. ........eeiieiiiiiiiiiee e 40
4.5 Avaliacao da atividade CitOtOXICaA............cevvuuriuiiiiiiiie e 41
4.5.1 ESPIenOCItOS MUINOS.....cccoo i 41
4.5.2 Células de linhagem hepatica HEPG2........ccooveveieiiiiiiiiiiiiiiieeee 41
4.5.3 Células de linhagem macrofagiCa J774.......ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiieeeee 42
4.6 Avaliacao da atividade tripanoCida..............oeuuiiuuuiiiiiiiie e 42
4.6.1 EPIMaASTIQOTAS....cciiuiiii ittt 42
4.6.2 TriPOMASTIGOTAS ...eeiiiieieeeiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e bbb ee e 43
4.7 Dosagem de OXidO NITIICO........coiiiiiiiiiiiiiiiiie et 43

4.8 Obtencao de sobrenadante de cultura para quantificacdo da producéo de

(of| (o Yo [ g 1= - TUT TR 44



4.9 Dosagem de citocinas por citometria de fluXO............ccoeeevviiiiiiiiiiicceee e, 44

4.10 Avaliacao do perfil de morte celular por citometria de fluxo..............ccccceeeennn. 45
4.11 ANAlISE EStAtISHCA. .......ceeii i i e e e e e e e e 45
5 RESULTADOS. ... e e e e e e e e et e eeaan e e aann s 46
5.1 DOCKING MOIECUIAT.........ccooieeeece e e 46
5.2 Avaliacdo da atividade CitOtOXICa...........ccevvvveiiiiiiiieie e 48
5.2.1 ESPIENOCItOS MUIINOS ..coiiiiiiiiee ettt e e e 48
5.2.2 Células de linhagem hepatica HEPG2........cccuiiiiiiiiiiiiiii e, 49
5.2.3 Células de linhagem macrofagica J774............vieiieiiiieecieeeieeeeee 50
5.3 Avaliacao da atividade tripanocCida..............ccceevvveiviiiiiiiiiei e 50
5.3.1 EPIMaAsSTigOtas......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiieie et ee e e e e e e e e e e e 50
5.3.2 TripOmMaASTIGOTAS . ....cii ittt 52
5.4 INdice de SEletiVIdAde. .........ccceveeeeeeeeeeee et ee e 54
5.5 Dosagem de OXidO NIFICO........uuuiiiiiii et 55
5.6 Dosagem de citocinas por citometria de fluX0.........ccccovverieeieiiiiiiiiiiieee e 55
5.7 Avaliacao do perfil de morte celular por citometria de fluxo...............oevvvennnnnnn. 59
5.7.1 APOPLOSE INICIAL...cciiiiiiiieie e e a e e e e e e 59
5.7.2 APOPLOSE taArdia....ccevviiiiiiiiiii et 59
TR B N\ [T o 0 1Y TP PRSPPI 60
B DISCUSSAOD. ...ttt 62
7 CONCLUSAOD. ...ttt ettt 68
REFERENCIAS. .....coiiiiiiie ettt ettt 69
ANEXO A — CEUA 0266/05 .....oeeeeiiiiiiiiiiee e ettt e e e e esiieeeee e e s ssssreeaaessnnnneneeeesans 88

ANEXO B — CEUA 102/2016 ....ccoeeieieiiieeeieeitie ettt 89



16

1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é considerada negligenciada e possui como agente
etiolégico o Trypanosoma cruzi, um protozodario da familia Tripanosomatidae. E um
importante problema de saude publica por atingir principalmente uma parcela da
populacdo que possui menores recursos socioecondémicos e menor acesso a saude.
O tratamento utilizado atualmente é baseado em duas drogas, o benzonidazol e
nifurtimox, porém a efichcia muda de acordo com a fase da doenca, além de
possuirem alta toxicidade. Um dos grandes desafios no tratamento dessa
enfermidade € o estudo e descoberta de farmacos mais seletivos ao parasito e menos
toxicos ao individuo infectado.

Com o desenvolvimento de ferramentas de biologia celular e molecular, cada
vez mais avancados, foi possivel estudar o parasito e encontrar alvos importantes de
seu ciclo de vida. A partir desses achados, tornou-se factivel desenhar compostos
sintéticos por ferramentas computacionais, tendo como alvos importantes
componentes do ciclo de vida de T. cruzi. Considerando que a eficacia do tratamento
esta intimamente associada a resposta imune do individuo, o presente projeto visou
elucidar por abordagens in silico e in vitro, 0s mecanismos celulares e moleculares de
compostos sintéticos para a doenca de Chagas. Para as avaliagbes in silico foi
utilizada a enzima cruzaina de T. cruzi. Em paralelo, diferentes formas evolutivas de
T. cruzi (epimastigotas e tripomastigotas), células de cultura primaria e do sistema
imune (esplendcitos murinos), de linhagens (hepatica e macrofagica) foram

consideradas nas abordagens in vitro.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aspectos gerais de T. cruzi e da doenca de Chagas

A doenca de Chagas € um importante problema de saude publica por atingir
principalmente uma parcela da populagdo que possui menores recursos
socioeconémicos e menor acesso a saude. A doenca foi descoberta em 1909 pelo
médico Carlos Chagas, porém ainda ha muito para se entender sobre ela (ALVAREZ
et al., 2014; BERN, 2015; PEREIRA; NAVARRO, 2013).
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Ha cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas ho mundo com a doenca, principalmente
distribuidas entre os 21 paises da América Latina. O Brasil contribui com mais de 1
milh&o desses casos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2015). Com relacdo ao
cenario epidemiologico no Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL,
2018), no periodo de 2007 a 2016, foram confirmados casos da doenca de Chagas
aguda na maior parte dos estados, com média anual de 200 casos. Cerca de 95%
desses casos foram registrados na regido Norte, principalmente no Para onde estao
85% desses casos. Em relacdo as principais formas provaveis de transmisséo no pais,
a maior parte (69%) foi atribuida & transmiss&o oral (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2015). Apesar da ndo existéncia de dados sistematicos relativos a prevaléncia da
doenca, em estudos recentes a estimativa da prevaléncia variou de 1,0 a 2,4% da
populacao, o que equivale a 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas infectadas por T. cruzi no
pais. Isso se reflete na alta mortalidade pela doenca no Brasil, pois ela € uma das
guatro maiores causas de mortes por doencas infecciosas e parasitarias. Ja no estado
de Pernambuco, os municipios que notificaram casos da doenca de Chagas aguda
nesse periodo foram: Ibimirim, Pombos, Riacho das Almas, Salgueiro e Vertentes.

O ciclo de T. cruzi é constituido por trés formas evolutivas (figura 1) que se
diferenciam através da posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo da célula e a
posicdo do flagelo (TEIXEIRA et al., 2011). A forma amastigota, intracelular
obrigatdria, possui um flagelo rudimentar e o cinetoplasto se localiza entre o nucleo e
o flagelo; a forma epimastigota (presente no tubo digestivo do inseto vetor) possui
flagelo e cinetoplasto anteriores ao nucleo; a forma tripomastigota (infectiva e
sanguinea circulante) possui cinetoplasto posterior ao nucleo e o flagelo torna-se livre

na regiao anterior.

Figura 1 - Desenho esquemético das formas evolutivas de Trypanosoma cruzi.

Fonte: Adaptado de Docampo et al. (2005).
Legenda: A — Epimastigota, B — Amastigota, C — Tripomastigota.
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Por ser eucarioto, T. cruzi possui organelas comuns aos eucariotos, além de
intrinsecas a familia (SOUZA, 2002). O nudcleo tem a organizagcdo de um nucleo
eucaridtico com nucléolo no centro. A diferenca entre os nucleos das formas
evolutivas é que em epimastigotas e amastigotas o nucleo é arredondado, enquanto
em tripomastigotas ele é alongado. O reticulo endoplasmatico se localiza em todo o
parasito e em todas as formas evolutivas, o complexo de Golgi estd sempre perto da
bolsa flagerar, porém em epimastigotas e amastigotas os quais possuem citéstoma,
costumam se localizar préximo a ele. O citéstoma possui a funcdo de endocitose, e
faz parte do complexo citéstoma-citofaringe, invaginacdo profunda da membrana
citoplasmatica apenas dessas formas evolutivas que se estende até proximo ao
nucleo (LIMA et al., 2012; PORTO-CARRERO et al., 2000).

Os reservossomos, encontrados na forma epimastigota, sao o ponto final dessa
via endocitica e uma série de lipideos, proteinas e proteases, como a enzima cruzaina,
sdo armazenados neles (PEREIRA et al., 2015; SANT'ANNA et al., 2009). As outras
formas evolutivas ndo possuem um reservossomo tipico, e sim uma forma relacionada
a ele, a qual também contém a cruzaina (BATISTA et al., 2015; SANT'ANNA et al.,
2008). Todos os flagelados da ordem Kinetoplastida tém mitocdndria Unica que se
estende por todo o corpo celular e contém DNA mitocondrial em uma estrutura
denominada cinetoplasto (PAES et al., 2011). O volume que essa mitocéndria pode
ocupar em relacéo ao volume total celular varia dependendo de fatores ambientais e
nutricionais (SOUZA; ATTIAS; RODRIGUES, 2009). Uma outra estrutura importante
€ a bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo, o qual é formado por um axonema com
nove pares de microtubulos periféricos e um par central envolvidos por uma mebrana
flagelar (SOUZA, 2009). Essa regido participa de processos importantes, como
endocitose, exocitose, motilidade, morfogénese e replicacdo (DURANTE; CAMARA,;
BUSCAGLIA, 2014; LANGOUSIS; HILL, 2014).

Outras organelas importantes séo os acidocalcissomos, ricos em calcio, fosforo
e outros ions, que participam da manutencéao de pH e osmorregulacédo, (DOCAMPO,;
MORENO, 2011) e os glicossomos que armazenam enzimas da via glicolitica
(MICHELS et al., 2006) (figura 2).
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Figura 2 - Estruturas intracelulares da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Teixeira et al. (2011).

O ciclo evolutivo de T. cruzi (figura 3) se inicia comumente quando um inseto
vetor faz o repasto sanguineo em um animal ou humano infectado, ingerindo a forma
tripomastigota sanguinea. No estbmago do vetor, essa forma evolutiva se diferencia
em epimastigotas e em alguns esferomastigotas e sdo digeridas. Quando alcancam o
intestino, os epimastigotas que sobreviveram se dividem por divisdo binaria. Apés
iISS0, 0S epimastigotas migram para o intestino posterior do vetor onde comecam a se
diferenciar em tripomastigotas metaciclicos (forma infectiva). Essas formas podem
soltar-se do epitélio e serem eliminadas pela urina e pelas fezes do vetor ao fazer o
repasto sanguineo em outro hospedeiro.

Ao picar o mamifero, o inseto na maioria das vezes urina e defeca, depositando
a forma infectiva. Ao cocar o local da picada, o parasito pode entrar no hospedeiro
através da lesao feita, ou quando tem contato com a mucosa. As formas infectivas
entram na corrente sanguinea e podem invadir diferentes células nucleadas como os
macroéfagos. Apos a fagocitose, forma-se o vacuolo parasitéforo, onde em seu interior
o tripomastigota se diferencia em amastigota e ha a lise da membrana do vacuolo. No
citoplasma, amastigotas se multiplicam por seguidas divisées binarias.

Apés isso, passam por uma forma de transicdo antes de tornarem-se
tripomastigotas e a célula do hospedeiro é rompida pela grande quantidade de
parasitos. Nem todas as formas amastigotas podem se diferenciar antes do
rompimento da célula, o que leva ao aparecimento de diferentes formas no meio

externo. Ainda no meio externo, tripomastigotas e amastigotas podem vir a infectar
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outras células. O ciclo se reinicia quando um inseto vetor se alimenta do sangue do

hospedeiro infectado.

Figura 3 - Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi.

Fases no inseto vetor

Fases no mamifero' hospedeiro

Fonte: Teixeira et al., 2011.
Legenda: 1-15 Descri¢éo das etapas do ciclo de vida de T. cruzi.

Antes acreditava-se que apenas os tripomastigotas fossem infectivos as células
de mamifero, porém um estudo recente demonstrou que 0s epimastigotas também
podem ser infectar essas células tanto in vitro quanto in vivo (KESSLER et al., 2017).

A transmissdo da doenca de Chagas se d4, primariamente, através das fezes
de diversas espécies de vetores triatomineos, popularmente conhecidos como
barbeiro, furdo, bicudo, chupanca, entre outros. Além da transmisséo vetorial, existem
outras formas de transmissao que merecem atencdo, como por transfusdo de sangue,
transplante de 6rgéo, via oral e por via vertical (materno-fetal) (FARAL-TELLO et al.,
2013).
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Os principais géneros dos vetores transmissores da doenca sao Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus (COURA, 2015). Mais de 140 espécies de vetores
triatomineos foram descritas, onde 50 foram registradas em nosso pais (COURA;
DIAS, 2009; GALVAO et al., 2003). Destas, 5 espécies se mostraram importantes na
manutencdo da transmissdo por estarem presentes principalmente em areas
domésticas: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma brasiliensis,
Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida (COURA; DIAS, 2009). No entanto, a
transmissdo vetorial por T. infestans foi oficialmente eliminada do Brasil em 2006
devido ao programa de controle desenvolvido em algumas areas do pais em 1950 e
gue veio a se tornar nacional no ano de 1983 (PETHERICK, 2010).

Tem crescido na regido Amazonica a transmissdo por via oral, que causa
surtos recentes da doenca (PINTO et al., 2008; SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO,
2012; SOUZA-LIMA et al., 2013). A ingestdo de alimentos in natura contaminados,
como acai e cana de acucar (caldo de cana), estd relacionada a grande carga
parasitaria no hospedeiro, o que resulta em uma fase aguda inicial muito severa e alto
indice de mortalidade (PEREIRA et al., 2009).

Com relacdo ao cenario mundial, algumas vias de transmissdo ganharam
importancia com o0 aumento da migracdo de pessoas entre os paises de areas
endémicas e ndo-endémicas (principalmente Estados Unidos, Canada, Japao,
Australia, Bélgica, Espanha, Franca, Itdlia, Reino Unido e Suica): as vias sanguinea,
vertical e por transplante de 6rgéos (COURA; VINAS, 2010; REQUENA-MENDEZ et
al., 2015). Devido a isso, faz-se necessario nesses paises um screening do sangue
dos provaveis doadores para que diminua o risco de transmissao da doenca por essas

vias.

2.2 Diagnostico laboratorial da doenca de Chagas

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2002), o diagnéstico na fase
aguda da doenca de Chagas se baseia, principalmente, na deteccédo do parasito em
sua forma tripomastigota por exame direto do sangue periférico do paciente.

J& durante a fase cronica da doenca, devido a escassez de parasitos no
sangue, faz-se necesséario outros métodos diagnodsticos, como a deteccdo de

anticorpos anti-imunoglobulina G contra T. cruzi (CHATELAIN, 2015). E preconizado
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pelo Ministério da Saude que se utilize pelo menos dois tipos de testes soroldgicos
diferentes (geralmente ELISA, imunoflorescéncia indireta e hemaglutinacéo indireta)
para confirmacgdo do diagndstico da doenga (DIAS, 2015).

Com relacao a utilizacdo de Reagcdo em Cadeira da Polimerase (PCR) para
diagnéstico, de acordo com a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude (2005), essa pode ser uma importante ferramenta no caso de sorologia
inconclusiva. Outras utilidades importantes da técnica sdo a deteccao de reativagédo
da doenca em imunossuprimidos cronicamente infectados e deteccdo em pacientes
gue receberam o6rgaos de doadores cronicamente infectados (QVARNSTROM et al.,
2012).

2.3 Formas clinicas da doenca de Chagas

A doenca de Chagas possui duas fases: aguda e crbnica. A fase aguda pode
se apresentar de algumas formas: assintomatica, sintomatica com sintomas
inespecificos (febre, apatia, hepatoesplenomegalia, etc) ou com um quadro clinico
severo que € mais comum em jovens (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011). Durante a fase
aguda, a parasitemia e a quantidade de parasitos distribuidos nos tecidos sdo maiores
(DUBNER et al., 2008).

Segundo Tarleton (2002), a fase aguda, com duracdo de 2 a 3 meses, termina
quando o sistema imune consegue controlar a parasitemia e o nivel de parasitos nos
tecidos. Esse controle envolve anticorpos, linfécitos T CD8+ (citotoxicos) e linfocitos T
CD4+ (auxiliares, resposta do tipo Thl) produtores de altos niveis de IFN-y (interferon

gama).

Apés essa fase aguda, cerca de um terco dos pacientes evolui para a fase
cronica. Pode haver evolucdo para a forma indeterminada - sem evidéncias de
comprometimento organico - ou para a sintomatica (cardiaca, digestiva ou cardio-

digestiva) décadas ap0s a infeccéo inicial (figura 4) (PRESTI et al., 2015).
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Figura 4 - Radiografias de algumas das apresentacées clinicas da doenca de Chagas.

- ‘.ﬂl
(A (B) (C) ‘
Fonte: Adaptado de Coura et al. (2007).

Legenda: (A) Cardiopatia chagasica, (B) megaesétfago grau Il e (C) megacolon.

Pacientes com a forma indeterminada possuem sorologia positiva para
anticorpos anti-T. cruzi, eletrocardiograma normal, e radiologia normal de torax,
eso6fago e colon (RASSI JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Pessoas com a forma digestiva tém alteracdes na motilidade do estfago e
célon o que pode acarretar em problemas de degluticdo, regurgitacdo e constipacao
detalhadas no quadro 1 (TEIXEIRA et al., 2011).

Quadro 1 - Anormalidades de eséfago e célon na Doenca de Chagas baseadas no raio-x.
Megaesbdfago Megacdblon

Didametro normal, mas dificuldade em esvaziar o | Estagio |, com eliminacdo espontanea das fezes

contraste de bério ingerido

Dilatacdo moderada e retencdo do contraste de | Estégio I, onde ndo h& eliminagdo espontanea

bério das fezes
Grande dilatacao, hipotonia, e contratilidade Estégio Ill, com obstrugéo total
minima

Dilatacdo muito grande com alongamento do

diafragma

Fonte: Adaptado de Teixeira et al., 2011.

A maioria dos doentes com a forma crbnica possui a forma cardiaca, a qual &
extremamente debilitante (SOARES; PONTES-DE-CARVALHO; RIBEIRO-DOS-
SANTOS, 2001). Essa forma possui como caracteristica histopatoldgica principal
inflamacé&o miocardica, podendo levar ao aumento do coracdo (megalocardia), junto
com miocitolise e fibrose (MACHADO et al., 2013).

Existem duas vertentes de pensamentos para patogénese chagasica cronica
(GIRONES:; FRESNO, 2003; TARLETON; ZHANG, 1999). A primeira traz a ideia de

gue o T. cruzi induz uma resposta do sistema imune aos tecidos normais do
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hospedeiro e isso é independente de sua presenca no tecido, ou seja, induz uma
autoimunidade (BONNEY; ENGMAN, 2015; ENGMAN; LEON, 2002; TEIXEIRA et al.,
2011). A segunda apoia a hipotese de a presenca continua do parasito nos tecidos
ser responsavel pela inflamacdo e dano observados nos mesmos (FERNANDES;
ANDREWS 2012; TARLETON, 2001; TEIXEIRA; NASCIMENTO; STURM 2006).
N&o existe consenso com relacdo a patogénese da doenca de Chagas e ha

lacunas a serem preenchidas.

2.4 Aspectos imunoldgicos da doenca de Chagas

Embora exista um conflito sobre o mecanismo da patologia da Doenca de
Chagas, o papel da resposta imune tem sido relatado nas fases aguda e cronica da
doenca (BOARI et al., 2012; HYLAND et al., 2007; PEREZ et al., 2012; PONCE et al.,
2012; SOARES, PONTES-DE-CARVALHO; RIBEIRO-DOS-SANTOS, 2001).

2.4.1 Infeccédo aguda

Controlar a infeccdo pelo T. cruzi depende de respostas imunes inatas e
adquiridas, que sdo ativadas durante a infeccdo inicial e séo criticas para a
sobrevivéncia do hospedeiro. Essas respostas envolvem as diferentes células do
sistema imunolégico e a producéo de citocinas do perfil Thl (pro-inflamatérias). O
perfil Th2 esta relacionado com a suscetibilidade a doenca, onde a principal citocina
envolvida é IL-4 (HIYAMA et al., 2001). Estudos em modelos experimentais agudos
da doenca mostraram o papel de citocinas pré-inflamatérias como IFN-y, TNF (Tumor
necrosis factor, Fator de Necrose Tumoral) e IL-6 na resisténcia a infeccao por T. cruzi
(ALIBERTI et al., 2001; GAO; PEREIRA, 2002). E importante salientar que IFN-y e
TNF tém papel dual de acordo com o curso da doenca (FERREIRA et al., 2014;
PAPATHANASIOU et al., 2015).

A atuacgédo da resposta imune inata tem importante papel no combate inicial ao
parasito. Estudos trazem que macroéfagos, células dendriticas e células natural killer
(NK, assassina natural) desencadeiam forte resposta inflamatéria juntamente com
aumento da producao de citocinas e quimiocinas (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA et
al., 2014; KANIA et al., 2013; MACHADO et al., 2008; PINHO et al., 2014; REZENDE-
OLIVEIRA; SARMENTO; RODRIGUES-JUNIOR, 2012).
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Apos interacao inicial do parasito com as células da resposta imune inata, sdo
apresentadas diferentes sinaliza¢cdes intracelulares que culminam na ativacado de NF-
kB, producé@o de citocinas inflamatdrias, conectando a resposta inata a adaptativa
(MACHADO et al., 2012). Moléculas de T. cruzi, como o glicosilfosfatidilinositol e
mucinas incitam a sintese de IL-12 e TNF por macrdofagos. O parasito também
expressa a enzima cruzaina, a qual ajuda na maturacdo de células dendriticas
(COELHO et al., 2002; SCHMITZ et al., 2009). O aumento da producdo de IL-12
induzida pelo T. cruzi interfere na producdo de IFN-y pela ativagdo de células NK e
inducdo de células da resposta Thl (KAYAMA; TAKEDA, 2010). Além disso, essas
células NK ativadas por IL-12 levam a expansao de ceélulas TCD4+ e CD8+ pela
producédo de IFN-y, as quais produzem mais IFN-y. Esse Ultimo, juntamente com TNF
e IL-12, ativa macrofagos que estéo infectados com T. cruzi a produzir 6xido nitrico
(ON) e a expressédo da enzima o6xido nitrico sintase induzida controlando a divisao
intracelular do parasito e elimina-lo (DOS-SANTOS et al.,, 2016; GUPTA; WEN;
GARG, 2009; GUTIERREZ et al., 2009; SILVA; MACHADO; MARTINS, 2003). No
entanto, ON em excesso também pode levar a danos teciduais, mostrando o seu papel
dual e a importancia do controle imunologico (TATAKIHARA et al., 2015). O TNF
também atua por via autocrina sendo um segundo sinal que leva a producdo de ON
por macréfagos ativados por IFN-y e miocitos cardiacos infectados (MACHADO et al.,
2000).

Além da resposta imune inata, a resposta imune adaptativa € de extrema
importancia e vem sendo elucidada (BASSO, 2013; PADILLA; BUSTAMANTE;
TARLETON, 2009). Um estudo mostrou miocardite relacionada a presenca de
linfécitos T CD4+ e CD8+ na fase aguda da doenca, bem como de antigenos de T.
cruzi (MENEZES et al., 2004), ou seja, essas células podem estar envolvidas na
patologia da miocardite aguda. Linfocitos T CD4+ e CD8+ secretam principalmente
IFN-y, o principal responsavel pela polarizagdo Thl em relagdo a Th2. J& os linfécitos
T CD8+ sdo apontados em processos distintos, tanto durante a progresséo da doenca,
na patologia na fase cronica (DUTRA et al., 2000), como no controle de parasitos na
infecdo aguda (COSTA et al., 2000), e também associados a uma possivel auséncia
de atividade que ajuda no estabelecimento da doenca (ALBAREDA et al., 2006). Uma
das citocinas que influenciam nesses mecanismos efetores dos linfocitos T CD8+ e
na expansao dos linfocitos T na infeccdo aguda é IL-2 (MARTIN; TARLETON, 2004).

Devido a essa gama de influéncias descritas para essas células, especula-se que
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populacdes distintas de células T CD8+ podem existir durante a doenca, relacionadas
as diferentes funcées (MACHADO et al., 2012). Além da dicotomia Th1/Th2, células
Th17 também demonstraram ajudar no controle da infeccdo e da inflamacao cardiaca
na fase aguda em modelo experimental da doenca, modulando a resposta Thl
(GUEDES et al., 2010).

Apesar de toda essa resposta imune desenvolvida para que haja o combate ao
parasito, muitos pacientes evoluem da forma aguda para a forma crénica da doenca.
Alguns dos fatores envolvidos nessa evolugdo sdo a evasédo de T. cruzi ao sistema
imune, a cepa envolvida na infeccdo inicial e o sistema imune do hospedeiro
(MAGALHAES et al., 2015; NAGAJYOTHI et al., 2012; RODRIGUES et al., 2010).

2.4.2 Infeccéo crbnica

Na fase crbnica da doenca de Chagas, os sinais e sintomas clinicos dos
pacientes, ou a auséncia, parecem estar relacionados com a resposta imunoldgica do
individuo. Sabe-se que na forma cardiaca ha um perfil Th1l de citocinas (IFN-y, TNF,
IL-2, IL-6, IL-9, IL-12) com baixo nivel de citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-
13), enquanto o contrario € visto na forma indeterminada, sugerindo que o equilibrio
destas citocinas poderia ter um papel-chave no desenvolvimento da doenca (DUTRA
et al.,, 2009; POVEDA et al., 2014). Em meio a esse ambiente de regulacdo, ha o
envolvimento de outras células do sistema imune, como mondcitos/macrofagos,
influenciando a atividade linfocitaria tanto em modelos experimentais quanto em
humanos na fase cronica (DHIMAN et al., 2013; GOMES et al., 2013).

Duas das principais citocinas do perfil pré-inflamatério, TNF e IFN-y, estédo
diretamente envolvidas na patologia da forma cardiaca da Doenca de Chagas
(CRIADO et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2012; TORZEWSKI
et al., 2012). Além delas, IL-6 foi uma citocina muito expressa por pacientes com essa
forma em estudo de Sousa et al. (2014), em relagédo a pacientes com a forma
indeterminada, que expressaram IL-10 em maior quantidade. Assim, a resposta
imunologica do tipo 1, embora importante na contencdo da replicacdo parasitaria
durante a fase aguda como ja descrito, pode também estar envolvida no
desenvolvimento de doencga cardiaca grave (ABEL et al., 2001).

Em relacdo a forma indeterminada, ha um aumento da expresséo de citocinas

e fatores de transcricao relacionados aos perfis Th2, Th9, Th22 e Treg, associado ha
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uma expressao reduzida das citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e TNF (GUEDES
et al., 2016; SOUZA et al., 2017). Estudos indicam uma correlacéo entre a producao
de citocinas inflamatdrias por células T CD4+ e mondcitos de pacientes com a forma
cardiaca e a producéo de IL-10 pelas mesmas células de pacientes assintomaticos
(SOUZA et al., 2004, 2007). Isso indica que as citocinas anti-inflamatérias podem
ajudar a neutralizar a acdo das citocinas pro-inflamatérias e consequentemente
podem levar a reducdo dos danos teciduais (GOMES et al., 2002; VILLANI et al.,
2010).

Enfatizando a relevancia da regulacdo do sistema imune, as células T
reguladoras sdo marjoritariamente encontradas em pacientes com a forma
indeterminada da doenca e as principais envolvidas na producao de IL-10, mostrando
a importancia das células produtoras dessa citocina na regulacdo da resposta
imunoldgica desses pacientes (ARAUJO et al., 2006, 20112 2011°, 2012; LIU; ZHAO,
2007). Uma outra evidéncia da importancia dessas células no controle da patologia é
a de que pessoas com a forma indeterminada possuem maior nimero de células T
CD4+CD25high, levando a crer que a expansdo dessas células pode ser benéfica na
fase crénica (VITELLI-AVELAR et al., 2005). Aliado a isso, estudo de Guedes et al.
(2012) com pacientes com a forma cardiaca, mostrou uma maior producao de IL-10 e
IL-17 na forma mais branda da doenca e que diminuicdo da funcdo de células T
CD4+CD25+ e menores niveis de IL-17 tém ligagcdo com a forma mais severa. Um
estudo de Magalhaes et al. (2013) corroborou com esses achados, além de verificar
gue na forma cardiaca ha um menor niamero de células Th17 circulantes, em relacéo
a pacientes indeterminados e nao infectados. Além disso, estudo recente de Cai et al.
(2016) em modelo experimental da doenca trouxe que células Thl7 sdo mais
protetivas frente a infeccdo por T. cruzi que células Thl, além de mostrar que essas
células podem agir tanto na imunidade extracelular como na intracelular.

Muito vem se discutindo sobre o beneficio do tratamento na fase cronica
(VIOTTI et al., 2014; SOSA-ESTANI; COLANTONIO; SEGURA, 2012), principalmente
levando em consideragdo manifestagdes clinicas, sorologia e a parasitemia (AGUIAR
et al., 2012; ALVAREZ et al., 2012; ANDRADE et al., 2013; FRAGATA-FILHO et al.,
2016). Porém, pouco se investiga sobre a influéncia do tratamento no sistema imune.
A presenca de altos niveis de IFN-y em células mononucleadas do sangue periférico
de pacientes curados apos tratamento sugere um efeito benéfico dessa citocina na

eficacia da quimioterapia (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000). No entanto, o envolvimento
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desta citocina juntamente com eventos citotoxicos no desenvolvimento da doenca
também tem sido descrito (SOARES et al., 2001). Ou seja, durante a fase aguda da
infeccdo, IFN-y pode agir em sinergia com o tratamento especifico para eliminar os
parasitos (FERRAZ et al., 2007; ROMANHA et al., 2002). Essa relacdo benéfica entre
0 balanco de citocinas e tratamento também foi vista na fase crénica em pacientes
com a forma indeterminada e cardiaca (SATHLER-AVELAR et al., 2006, 2008, 2012).
Na forma indeterminada, o tratamento com benzonidazol levou a uma indugéo do perfil
pro-inflamatorio por células NK e T CD8+ junto com manutencgéo de IL-10, enfatizando
a relevancia do ambiente regulatorio, ja na forma cardiaca levou a menores niveis de
IFN-y e maiores niveis de IL-10 (CAMPI-AZEVEDO et al., 2015).

N&o se sabe o que leva a um aumento do perfil anti-inflamatério observado na
forma indeterminada em relagdo a um pro-inflamatério observado na forma cardiaca.
Isso pode depender das caracteristicas genéticas do hospedeiro e das alteracdes
dependentes da idade do sistema imunoldgico, por exemplo (AYO et al., 2013; DRIGO
et al., 2006; FRADE et al., 2013; HENAO-MARTINEZ; SCWARTZ; YANG, 2012;
NOGUEIRA et al., 2015; PISSETI et al., 2013).

Devido a essa gama de perfis imunolégicos envolvidos na patologia da doenca,
existe a importancia de se investigar de que maneira um possivel novo tratamento
pode agir no sistema imunolégico, auxiliando a combater o desenvolvimento da

doenca.

2.5 Tratamento da doenca de Chagas

Desde a sua descoberta em 1909, diversos compostos foram testados para o
tratamendo da doenca, entre eles: arsénicos, fucsina, bismuto, anti-histaminicos,
anfotericina B, antibidticos, entre outros (COURA; CASTRO, 2002).

O tratamento atualmente € baseado em duas drogas (figura 5): o benzonidazol
(produzido pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® no Brasil e pela
Maprimed/ELEA na Argentina como Abarax®) e o Nifurtimox (Lampit™, Bayer
HealthCare AG, Leverkusen, Alemanha), porém eles sao mais efetivos na fase aguda
da doenca em detrimento da fase crbnica, além de possuirem uma alta toxicidade
(MORILLA; ROMERO, 2015).
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Figura 5 - Estruturas quimicas dos farmacos utilizados no tratamendo da doenca de Chagas.
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Fonte: Bosquesi et al., 2008.
Legenda : (a) Benzonidazol e (b) Nifurtimox.
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Segundo o Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (2016), os efeitos
adversos gerados pela grande toxicidade do tratamento sao principalmente
gastrointestinais como vomito, dor abdominal, anorexia e perda de peso, no caso do
nifurtmox e dermatite alérgica, insbnia e neuropatia periférica no caso do
benzonidazol. Nenhuma droga foi aprovada nos ultimos 40 anos, desde o
descobrimento do benzonidazol e do nifurtimox, para o tratamento da doenga
(BELLERA et al., 2015).

Segundo o Drugs for Neglected Diseases Initiative (2015), o tratamento atual
possui problemas como longa duracédo (30-60 dias), toxicidade dose-dependente,
baixa taxa de adesao e auséncia de formulacao pediatrica. Recentemente foi lancada,
com o apoio do Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi, Iniciativa de
Medicamentos para Doencas Negligenciadas), uma formulacéo para ser utilizada em
criancas abaixo de 2 anos produzida pelo Laboratério Farmacéutico de Pernambuco
(LAFEPE) e registrada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
Algumas das vantagens vinculadas a essa formulacdo sdo: mais segurangca no
tratamento dessa faixa etaria; comprimido facilmente dispersivel em liquidos, o que
facilita a administracdo; necessidade de fracionamento apenas em casos especiais
(criancas prematuras com menos de 2,5kg de peso); e o fato da administracdo do
medicamento poder ser feita em casa de forma segura durante todo o tempo do
tratamento (duas vezes ao dia por 60 dias).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (2016), o
tratamento € indicado para todas as pessoas com infec¢éo aguda, infeccéo congeénita,

imunossuprimidos e criangas com a forma cronica da doenca (quadro 2).
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Quadro 2 - Esquema terapéutico para a doenca de Chagas.
Medicamento Faixa etaria Dose e duracéo

<12 anos 5-7,5 mg/kg/dia, via oral, duas

vezes ao dia por 60 dias

12 anos ou mais 5-7 mg/kg/dia, via oral, duas
Benzonidazol vezes ao dia por 60 dias
<10 anos 15-20 mg/kg/dia, via oral, 3 a 4

vezes ao dia por 90 dias
11-16 anos 12,5-15 mg/kg/dia, via oral, 3 a

4 vezes ao dia por 90 dias

Nifurtimox 17 anos ou mais 8-10 mg/kg/dia, via oral, 3a 4

vezes ao dia por 90 dias

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (2016).

Um outro problema relativo ao tratamento da doenca € o acesso a medicacao.
De acordo com o Médicos Sem Fronteiras, alguns paises como Bolivia e Paraguai,
passaram por periodos sem aquisicdo do medicamento, prejudicando o tratamento
(MEDICOS SEM FRONTEIRAS, 2011). Alguns paises de areas ndo-endémicas como
Espanha também reportaram a escassez do medicamento (NAVARRO et al., 2012).
Essa auséncia foi devida principalmente ao aumento da demanda pelo medicamento
gue nao foi acompanhado pelo aumento da producao (CHAAR, 2014). Isso demonstra
a necessidade de planejamento para o0 manejo do tratamento dessa doenca que é e
atualmente sofre com negligéncia. Além disso, estudos clinicos de novos tratamentos
para essa doenca sdo longos e ha problemas relativos ao diagnostico, como a falta
de ferramentas que demonstrem a cura parasitolégica na fase crénica, dentre outros
(URBINA, 2015).

O tratamento da doenca na fase crénica ndo possuia consenso sobre sua
eficacia, tanto em modelos experimentais da doenca quanto em estudos com
pacientes crénicos (MARIN-NETO et al., 2009).

Um grande recente estudo multicéntrico e randomizado com doentes
chagésicos foi desenvolvido por pesquisadores de diversos paises (Brasil, Coldmbia,
El Salvador, Argentina e Bolivia). Esse estudo, denominado Benznidazole Evaluation
For Interrupting Trypanosomiasis (BENEFIT, Avaliacdo do Benzonidazol para
Interrupgdo da Tripanossomiase), buscava verificar a eficacia do tratamento com
benzonidazol em prevenir a progressao da cardiopatia chagésica cronica e a morte

dos pacientes, acompanhando 2.854 individuos por cerca de 5 anos. Ele trouxe
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grande avanco com relacdo ao entendimento do efeito do tratamento com o
benzonidazol nesses pacientes, mas, apesar de diminuir da deteccéo parasitaria no
soro, néao foi verificada a diminuicédo da cardiopatia nos pacientes tratados (MORILLO
et al., 2015).

2.6  Desafio no estudo de drogas eficazes para a doenca de Chagas

Um dos grandes desafios no tratamento dessa enfermidade € a descoberta de
farmacos mais eficazes e menos toxicos. Porém o desenvolvimento de um composto
eficaz esbarra em alguns obstaculos, como a dificuldade de padronizacéo de testes
in vivo e in vitro para o screening dos compostos e a auséncia de marcadores de
eficacia do tratamento e de critérios de cura (PINAZO et al., 2014; ROMANHA et al.,
2010).

Estudos desenvolvidos por Chatelain e Konar (2015) trazem diversas questbes
gue precisam ser respondidas sobre experimentacdo em pesquisa de drogas para a

doenca de Chagas (quadro 3):

Quadro 3 - Questdes que permanecem sem respostas na doenca de Chagas.
Modelos de doenca Desenho do experimento (eficacia final,

comparadores, esquemas de tratamento)

Como a variabilidade observada em diferentes Qual é a importancia do tempo de inicio do
modelos animais poderia ser diminuida? tratamento, regime de dosagem e duragéo do
tratamento?
A eficacia de um composto em um modelo Como se definiria cura em um modelo de
agudo validado pode ser aplicada com sucesso escolha?

em um modelo crénico da doeng¢a?

Modelos de doencga crénica envolvendo cepas Quais seriam os melhores compostos ou
de T. cruzi menos suscetiveis ao benzonidazol controles utilizados para comparacéo que
séo melhores? deveriam ser usados em modelos animais

selecionados para validar os testes dos

compostos e extrapolar para o homem?

A avaliacdo in vitro da eficacia de um composto -
contra um painel de cepas representativas do
parasito pode ser uma substituta para testes in

vivo em modelos animais com as mesmas
cepas?
Fonte: Adaptado de Chatelain e Konar (2015).
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Com relacdo ao tratamento da doenca, o Drugs for Neglected Diseases

Initiative (2016) traz critérios considerados aceitaveis e ideais para o tratamento da

doencga, expostos no quadro 4.

Quadro 4 - Critérios aceitaveis e ideais, segundo o DNDi, para o tratamento da doenca de Chagas.

Aceitavel

Ideal

Populacao alvo

Doentes crbnicos

Doentes agudos e crénicos

Cepas de T. cruzi

Tcl, Tcll, TcV e TceVi

Todas

Adulto/Crianca

Adulto

Todos

Distribuicao

Todas as areas

Todas as areas

Eficacia clinica

Nao inferior a benzonidazol
em todas as regides

endémicas (parasitoldgico)

Superior ao benzonidazol nas
diferentes fases da doenca

(parasitolégicos)

Atividade contra cepa resistente

Desnecessaria

Com atividade contra cepas

resistentes a nitrofuran e a

nitroimidazol
Contraindicacbes Gravidez/Lactagao Nenhuma
Precaucdes N&o genotéxico, com Sem  genotoxicidade; sem
potencial pré-arritimico teratogenicidade; sem efeito
insignificante inotrépico negativo; potencial
pré-arritimico significativo
Interacbes Nenhuma interaccao Nenhuma
clinicamente significativa
com medicamentos anti-
hipertensivos, antiarritmico
e anticoagulantes
Apresentacgao Via oral Via oral

Regime de dosagem

Comparavel ao tratamento

sistémico com antifingicos

Uma vez ao dia durante 30 dias

Fonte: Adaptado de Drugs for Neglected Diseases Initiative (2016).

Em 2009, o DNDi aproveitou o ano do centenario da descoberta da doencga de

Chagas para lancar a “Plataforma de Pesquisa Clinica em Doenga de Chagas”. A

plataforma é uma rede que tem como objetivo a pesquisa e o desenvolvimento de um

novo tratamento para a doencga. Essa mesma organizacao tem promovido encontros

para desenvolvimento e debate de Target Product Profile (TPP, Perfil do Produto-Alvo)

para a Doenca de Chagas. Porras et al. (2015) expbéem TPPs relativos tanto ao
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diagndstico, quanto ao tratamento da doenca, demonstrando a importancia do debate
dos mesmos.

Nesse contexto, fica claro que h& algumas dificuldades a se superar para que
haja a descoberta de um tratamento adequado para a doenca.

2.7 Drogas sintéticas e novas abordagens terapéuticas para a doenca de Chagas

Um dos enfoques das pesquisas em relacdo a doenca de Chagas tem sido o
desenvolvimento de medidas eficazes para seu controle (BONNEY, 2014). Uma
dessas medidas € a pesquisa por novos farmacos para o tratamento da doenca, que
tem evoluido sensivelmente nos ultimos anos (BUCKNER; NAVABI, 2010).

Dentro dos ensaios necessarios para se chegar a uma nova quimioterapia, a
importancia de estudos in silico vem sendo percebida e bem aceita pela comunidade
cientifica e pela grande industria farmacéutica. Estima-se que o0 uso destas
metodologias pode reduzir os custos e o tempo de desenvolvimento de um novo
farmaco em até 50% (GELDENHUYS et al., 2006). Isto ocorre porque muitas vezes o
namero de moléculas que precisam ser sintetizadas e testadas passa a ser
drasticamente reduzido pela alta capacidade de predicédo e confiabilidade dos testes
in silico, diminuindo o tempo de desenvolvimento de um novo farmaco.

Para que os estudos avancem, é importante que se busque alvos moleculares
especificos para o parasito (FIELD et al., 2017; GILBERT, 2013). Véarias moléculas
vém sendo exploradas em programas de quimica medicinal com a aplicacao de
métodos de planejamento de farmacos baseados na estrutura do receptor e na
estrutura do ligante (DIAS et al.,, 2009). Alvos importantes de T. cruzi séo
principalmente enzimas como trans-sialidase, nitrorredutase tipo 1 (NTR) e a cruzaina
(BALANA-FOUCE et al. 2014; BERMUDEZ et al., 2016; MILLER; ROITBERG, 2013;
SAN FRANCISCO et al., 2017).

A trans-sialidase € uma enzima ausente em células de mamiferos e envolvida
na evasdo do parasito ao sistema imune, mais especificamente ao sistema
complemento, bem como na adeséo e invasao as células do hospedeiro (RUBIN-DE-
CELIS et al., 2006; RUBIN-DE-CELIS; SCHENKMAN, 2012). No estudo de Campo et
al. (2012) foram investigados neoglicoconjugados sialilmiméticos, onde o composto

1,2,3-triazol conjugado ao acido sialico-6-O-galactose se destacou com relagéo a sua
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atividade. A conjugacao de analogos do lactitol com polietileno glicol também se
mostrou eficaz em inibir a enzima em estudos in vitro (GIORGI et al., 2012). Mais
recentemente, uma triagem em base de dados com mais de 4 milhdes de compostos
encontrou duas moléculas, ZINC13359679 e ZINC02576132, como candidatos mais
promissores a inibidores dessa enzima (MILLER; ROITBERG, 2013).

A NTR € uma enzima envolvida na ativacdo de compostos nitro-heterociclicos,
como o Benzonidazol e o Nifurtimox utilizados no tratamento da doenca de Chagas
(WILKINSON et al., 2008). Estudos recentes mostraram o potencial tanto in vitro
guanto in vivo, incluindo estudos de absorcéo, distribucdo, metabolismo, excrecdo
(ADME), de inibidores dessa enzima (PAPADOPOULOU et al., 2013, 2015, 2016).
Corroborando com essa ideia, o estudo de Moraes et al. (2014) demonstrou que
inibidores da NTR se mostraram mais efetivos que inibidores da sintese de ergosterol
em testes utilizando amastigotas de representantes de cada Discreat Type Unit (DTU).
DTU é um conjunto de unidades populacionais geneticamente mais semelhantes entre
si do que a qualquer outra unidade e podem ser identificados por marcadores
genéticos/moleculares/imunolégicos comuns (TIBAYRENC, 2003).

A cruzaina, também chamada cruzipaina, GP57/51 ou TCC, constitui a mais
abundante proteina da familia das cisteino-proteases do T. cruzi e € a enzima-chave
da replicacéo intracelular do parasito (ALVAREZ; NIEMIROWICZ; CAZZULO, 2012)
tendo envolvimento também no escape ao sistema imune do hospedeiro,
representando um alvo molecular para o desenho de novos farmacos anti-parasitarios
(HARTH et al., 1993; MCKERROW; ENGEL; CAFFREY, 1999; SILES et al., 2006). O
inibidor mais conhecido e potente dessa enzima é o K777, em fase de entrar em
estudos clinicos (DUSHACK, 2016; MCKERROW et al., 2009).

Testes in vitro realizados por nosso grupo de pesquisa com derivados aril-
tiossemicarbazonas e aril-4-tiazolinonas, sintetizados no Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas (UFPE), revelaram efetiva atividade antichagasica (DONNICI et al.,
2009) mesmo em escala nanomolar que foi confirmada através da alta afinidade
destas moléculas pela cruzaina nos estudos de docking (CARDOSO et al., 2014,
HERNANDES et al., 2010; MOREIRA et al., 2009).

Derivados de tiossemicarbazonas e 4-tiazolinonas tem sido o objeto de estudos
bioldgicos, devido a sua interessante farmacologia incluindo antiviral, anti-inflamatoria,
antiprotozoaria e propriedades antitumorais (ESPINDOLA et al., 2015; GUPTA et al.,
2016; HENANDES et al., 2010; LEITE et al., 2007; KOBYLINSKA et al., 2016;
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MOREIRA et al., 2012; TENORIO et al., 2005). Estas moléculas tém mostrado ser
particularmente ativas contra diversas espécies como Leishmania spp. e T. cruzi,
tornando essa classe de compostos potenciais agentes quimioterapicos para
combater as doencgas que estédo relacionadas com esses parasitos, como a Doenca
de Chagas.

As hidrazonas derivadas da 4-tiazolidina foram descobertas recentemente apés
estudos extensivos da relacdo entre sua estrutura quimica e a atividade antiparasitaria
frente a T. cruzi, os quais permitiram identificar a natureza farmacoforica de suas
subunidades (MOREIRA et al., 2014). Baseado nisto, foi planejado uma série inédita
de compostos tiazolinonicos, divididos em duas séries (TD e DR) cada uma com 9
compostos, que possuem como principal caracteristica estrutural a presenca de um
anel fenilico localizado na posi¢do C-5 do anel heterociclico. Neste anel fenilico em
C-5, foram anexados substituintes quimicos com diferentes caracteristicas fisico-
guimicas e estruturais.

Sendo assim, os compostos deste trabalho foram investigados in silico com
relacao as suas afinidades pela enzima cruzaina. Além disso, foram avaliados in vitro
guanto a acao anti-T. cruzi em ensaios sobre formas epimastigotas e tripomastigotas;
guanto a sua citotoxicidade em esplendécitos murinos, além de células de linhagem de
macrofagos e hepatdcitos; quanto a capacidade imunomoduladora dos compostos e
com relacdo ao perfil de morte celular induzido por eles.

Os testes do nosso trabalho nos permitem iniciar a elucidacao para adequada

eleicdo de protétipos a farmacos tripanocidas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos celulares e moleculares de novos compostos

tiazolidinonicos, candidatos a farmacos tripanocidas.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

f)

Avaliar in silico a afinidade dos compostos pela enzima cruzaina e descrever
as razbes intermoleculares que justifiquem as diferencas de afinidade entre os
compostos;

Avaliar a atividade citotoxica em esplendcitos murinos e linhagens celulares
hepatica (HepG2) e macrofagica (J774);

Determinar in vitro a atividade tripanocida das substancias avaliadas sobre
formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi;

Avaliar o efeito in vitro das substancias sintéticas na producdo de ON em
linhagem de macréfagos J774;

Quantificar a produgéo das citocinas IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-
17A nos sobrenadantes de cultura de células esplénicas apds tratamento in
vitro com as substancias sintéticas;

Avaliar por citometria de fluxo a participacdo dos compostos na inducdo de

morte celular.
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4.1 Compostos
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Os dezoito compostos testados (TD-01 a 09 e DR-01 a 09) foram sintetizados

em colaboracdo com o Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia do
Instituto Goncalo Moniz (IGM/FIOCRUZ-Bahia) e com o Laboratdrio de Sintese de

Farmacos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE. A rota sintética dos

compostos esta descrita na figura 6 e os substituintes de cada composto estdo

descritos na tabela 1.

Figura 6 - Sintese das tiossemicarbazonas e 4-tiazolinonas, reagentes e condi¢des.
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Fonte: MOREIRA, D. R. M. Estrutura Compostos [mensagem pessoal]l. Mensagem recebida por
<catarinacristovao@outlook.com> em 27 mar. 2017.
Legenda: A) Diferentes aldeidos aromaticos, tiossemicarbazida, etanol, H2SOas, ultrassom, 1-2h; B)
Tiossemicarbazonas (TD-01-09), 2-cloro-2-fenilacetato de etila, etanol, acetato de sodio, agitacéo

magnética, refluxo, 14-20h.

Tabela 1 - Substituintes e pesos moleculares das tiossemicarbazonas e 4-tiazolinonas.

Caddigo Ar Cdédigo Ar
TD-01 4-(mofolinil)-fenil DR-01 4-(mofolinil)-fenil
TD-02 3,4-(dimetoxi)-fenil DR-02 3,4-(dimetoxi)-fenil
TD-03 4-(t-butil)-fenil DR-03 4-(t-butil)-fenil
TD-04 4-pridinil DR-04 4-pridinil
TD-05 4-(nitro)-fenil DR-05 4-(nitro)-fenil
TD-06 4-(fenil)-fenil DR-06 4-(fenil)-fenil
TD-07 3,4-(hidroxi)-fenil DR-07 3,4-(hidroxi)-fenil
TD-08 3-(metoxi)-4-(hidroxi)- DR-08 3-(metoxi)-4-(hidroxi)-

fenil fenil

TD-09 3,4-metilenodioxo-fenil DR-09 3,4-metilenodioxo-fenil

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Suas estruturas e pesos moleculares estao expostos na figura 7. Os compostos

foram solubilizados em DMSO (dimetilsulfoxido) e estocados a -20°C. Para os

ensaios, cada composto foi diluido na concentracéo apropriada utilizando-se o meio

de cultura adequado.
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Figura 7 - Estruturas e pesos moleculares de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série
DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética, série TD).
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Figura 7 - Estruturas e pesos moleculares de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série
DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética, série TD).
(continuacao)

DR-01 /©/\ \% : 382,48
DR-02 357,43
HaCO
OCH,
DR-03 \\/@A \Q—Q 353,48
DR-04 O/\ 298,36
o]
DR-05 /©/\ w 342,37
DR-06 ./‘A \Z,—< > 373,47
DR-07 /©/\ 313,38
HO
DR-08 327,40
HO
o]
DR-09 < 341,38
(o]

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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4.2 Docking molecular

As estruturas de todos os compostos foram desenhadas utilizando o programa
SPARTAN 08' (Wavefunction, Inc.) e a otimizacdo de cada estrutura foi realizada
utilizando o método RM1 (ROCHA et al., 2006), disponivel como parte do programa
SPARTAN 08’, usando as configuragdes padrao para o critério de convergéncia. Os
calculos de docking molecular foram realizados utilizando a enzima cruzaina do
parasito T. cruzi como alvo biolégico (PDB: 3IUT, http://www.rcsb.org). O sitio ativo foi
definido como todos os atomos que estéo dentro do raio de 6 A a partir do ligante co-
cristalizado (KB2). O programa GOLD 5.2 (Cambridge Crystallographic Data Centre,
UK) foi utilizado para realizar os célculos de docking molecular, utilizando a fungéo de
pontuacdo ChemPLP. Para levar em consideracao os graus de liberdade do receptor,
com o intuito de simular melhor o ajuste induzido, os seguintes aminoacidos foram
tratados como flexiveis, utilizando a biblioteca de conférmeros: CYS25, TRP26,
ASP60, SER64, LEU67, MET68, ASN70, MET160, ASP161 e LYS162.
Posteriormente, o programa BINANA (DURRANT & MCCAMMON, 2011) foi utilizado
para analisar as interagdes intermoleculares das solucées de docking, utilizando os
parametros padrédo. As figuras foram geradas utilizando o programa Pymol (DELANO,
2002).

4.3 Animais

Para o ensaio de citotoxicidade (item 3.4.1) foram utilizados camundongos Mus
musculus das linhagens isogénicas BALB/c, machos, com 6 - 8 semanas de idade,
pesando 20 + 2 g considerando-se CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais)
0266/05 (anexo A). O protocolo de experimentacdo animal utilizado para os ensaios

de imunomodulacéo (itens 3.7 e 3.8), foi avaliado com registro 102/2016 (anexo B).

4.4 Obtencgdo de esplendcitos murinos

ApGs sacrificio do animal em camara de COz2, removeu-se o bago de cada
camundongo em condi¢bes assépticas e colocado em tubo Falcon contendo meio

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) +1% de antibiotico. No fluxo vertical, transferiu-se cada
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baco para placa de Petri onde foram macerados utilizando a parte fosca de laminas
de microscopia. As suspensdes celulares foram transferidas para tubos Falcon
contendo aproximadamente 10ml de meio RPMI+1% de antibiético por baco,
centrifugadas 400 x g durante cinco minutos. O sedimento (contendo as células) foi
ressuspendido em meio RPMI+1% de antibiotico+10% de soro fetal bovino (SFB).
Uma aliquota da suspenséo celular foi corada com azul de trypan para ser quantificada

e verificada a viabilidade celular em camara de Neubauer.

4.5 Avaliagdo da atividade citotoxica
4.5.1 Esplendcitos murinos

Células esplénicas (6x10° células/ml) de camundongos BALB/c foram
cultivadas em placas de 96 pocos contendo meio RPMI+1% de antibiotico+10% de
SFB (completo). Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas com os
compostos em diferentes concentragdes (3,13; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 pg/ml) e com
timidina tritiada (timidina-H3, 1 uCi/poc¢o) durante 24h em estufa de CO2 a 37°C. Para
o controle positivo utilizou-se células tratadas com saponina (0,05%) e sem
tratamento, todos com timidina tritiada (1 uCi/pogo) associada. Cada droga foi testada
em triplicata. Apés 24h de incubacéo, coletou-se as células em papel de fibra de vidro
e, posteriormente, determinou-se a captacao de timidina tritiada através do contador
beta de cintilacdo. O percentual de citotoxicidade foi determinado comparando a
percentagem de incorporacao de timidina tritiada nos po¢cos com as drogas em relacao
aos pocos nao tratados. As concentracdes atdxicas foram definidas como aquelas que
causaram uma reducdo na incorporacdo com timidina tritiada abaixo de 30% em
relacdo ao controle sem tratamento (apenas células e meio de cultura, sem as

substéancias testadas).
4.5.2 Células de linhagem hepéatica HepG2

Células HepG2 mantidas em meio RMPI 1640 (Sigma-Aldrich) completo a 37°C
e 5% de CO:2 foram plaqueadas em placas de 96 pocos (0,7x10° células/ml) por 24h
para que aderissem. Apés esse periodo, adicionou-se os compostos (3,9; 7,8; 15,6;
31,2; 62,5; 125; 250 e 500 pug/ml) e as placas foram reincubadas por mais 48h. Quatro
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horas antes de completar as 72h de incubacdo, 20uL da solugdo de Alamar Blue
(solucdo de resazurina a 0,312 mg/mL) foi adicionada aos pocos e novamente
incubada sob as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Cada composto foi
testado em duplicata. Utilizou-se como controle positivo o benzonidazol; como
controle da toxicidade do veiculo dos compostos, o DMSO a 0,1%; e como controle
negativo, pocos sem tratamento. Passado o periodo total de incubacéo, fez-se a
leitura da absorbéancia a 570 nm e 600 nm em leitor de placa (Multiskan FC Microplate
Photometer, ThermoFisher Scientific). A partir dos valores de inibicdo, obteve-se a

CCso (concentracgéo citotoxica para 50% das células) de cada composto.
4.5.3 Celulas de linhagem macroféagica J774

Macréfagos da linhagem J774 (10° células/ml) foram semeados em placas de
96 pocos contendo meio DMEM completo em atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por
24h. Posteriormente, foram adicionados os compostos em diferentes concentracdes
(0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/ml), sendo novamente incubados durante 48h. Cada
composto foi testado em duplicata. Apds esse periodo, foi adicionado MTT (5 mg/mL
em PBS), seguido de nova incubacdo por 2h. Foi acrescentado DMSO para
dissolucéo dos cristais de formazan e a absorbancia foi lida a 570 nm. O controle
negativo da reacado foi obtido em pocos contendo apenas meio de cultura e células
(sem tratamento). Também foi avaliada a atividade da droga de referéncia

benzonidazol. A partir dos valores de inibicdo da cultura, foi obtida a CCso.

4.6 Avaliagéo da atividade tripanocida

4.6.1 Epimastigotas

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas epimastigotas da cepa
DM28c (108 parasitos/ml), mantidas em meio LIT+1% de antibiético+20% de SFB,
foram semeadas em placas de 96 pocos a 27 °C, juntamente com diferentes
concentracbes dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/ml) por 96h. Testou-se
cada composto em duplicata. O controle negativo da reacao foi pogos sem tratamento
e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o benzonidazol.

Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara de Neubauer
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e, a partir desses valores, obteve-se a ICso (concentracdo que inibe o crescimento de

50% de parasitos).

4.6.2 Tripomastigotas

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infec¢do in vitro
(107 parasitos) da linhagem de células Vero, apds estas obterem confluéncia em
cultura. Para determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da cepa
Y (4x1068 parasitos/ml), mantidas em meio RPMI+1% de antibiético+5% de SFB, foram
semeadas em placas de 96 pocos a 37°C, juntamente com diferentes concentracoes
dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pug/ml) por 24h a atmosfera de 5% de CO..
Testou-se cada composto em duplicata. Obteve-se como controle negativo da reacéo
pocos sem tratamento e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o
benzonidazol. Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara

de Neubauer e, a partir desses valores, obteve-se a ICso.

4.7 Dosagem de Oxido nitrico

Linhagem de macréfago Raw 264.7 foi mantida e expandida em meio RPMI
completo, em condicbes axénicas até momento dos testes. As células foram
plaqueadas (10° células/ml) em placas de 96 pocos e incubadas em estufa a 37°C e
5% de COg2, durante 2h. Apos esse periodo, as culturas foram lavadas com meio de
cultura, removendo-se as células ndo aderentes. Em seguida, as células foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 na presenca de diferentes concentracdes
dos compostos (1, 5, 10, 25, 50, 100 ug/ml). Também foram feitos pocos com
lipopolissacarideo (LPS — 100 ng/ml), pocos sem tratamento e a droga de referéncia
foi o benzonidazol. Apos 48h, transferiu-se 50 pl do sobrenadante de cada pocgo para
placas de 96 pocos e igual volume do reagente de Griess (solugcéao de sulfanilamida
1% e dihidrocloretonatftiletileno diamina 0,1% em H3PO4 a 0,3 M) foi adicionado para
avaliar a quantidade de ON. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 540 nm e
a concentracdo de ON foi determinada comparando-se a absorbancia das amostras

com uma curva padrao preparada com nitrito de sodio. Determinou-se o percentual
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de producdo de ON de cada composto comparando-se o0s resultados das

absorbancias com os das culturas nao tratadas com os compostos.

4.8 Obtencdo de sobrenadante de cultura para quantificacdo da producdo de

citocinas

Suspensbes de células esplénicas foram depositadas em placas de 24 pocos
(108 células/ml), em duplicata. As células foram tratadas com 1x e 2x a ICso dos
diferentes compostos de acordo com protocolo estabelecido e as placas mantidas em
estufa a 37°C, 5% de CO:2 durante 24, 48, 72h e 6 dias (tempo padronizado mediante
ensaio cinético prévio). A droga de referéncia foi o0 benzonidazol e utilizou-se como
controle de estimulacdo a concanavalina A (ConA), e o controle sem tratamento foi
denominado de basal. Apds o tempo de incubacéo, centrifugaram-se as placas (400
X g por 10 min, a temperatura ambiente.) e os sobrenadantes de cultura foram
coletados e estocados a -20°C para posterior utilizacdo na dosagem de citocinas por

citometria de fluxo.

4.9 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

As citocinas TNF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A foram mensuradas em
sobrenadante de cultura de esplendcitos murinos tratados ou hdo com 0s compostos.
Foi utilizado o kit CBA mouse Th1/Th2/Th17 (BD™ Cytometric Bead Array CBA,
Catélogo #560485, BD Bioscience, San Jose, CA) segundo recomendac¢fes do
fabricante. Os limites de detecc¢éo das citocinas, segundo o fabricante, séo: IL-2- 0,1
pg/ml; IL-4- 0,03 pg/ml; IL-6- 1,4 pg/ml; IL-10- 16,8 pg/ml; TNF- 0,9 pg/ml; IFN-y- 0,5
pg/ml; IL-17A- 0,8 pg/ml A aquisicdo dos dados foi feita através do citdmetro
FACSCalibur (BD Bioscience) e as analises através do software FCAP Array v3 (Soft

Flow Inc).
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4.10 Avaliacéo do perfil de morte celular por citometria de fluxo

Tripomastigotas (4x10°8 parasitos/ml) foram ressuspensos em meio RPMI e n&o
tratados ou tratados com 1x e 2xICso dos compostos, durante 24h a 37°C em 5% de
CO:s2. Parasitos foram marcados com 7-aminoactinomicina D (7-AAD) e anexina V (AV)
utilizando o kit de deteccao de apoptose de AV-FITC (Ebioscience, San Diego, EUA)
de acordo com as instrugdes do fabricante. O experimento foi realizado utilizando um
citometro de fluxo BD FACSCalibur (Becton-Dickinson, San José, EUA), adquirindo-
se 20.000 eventos da regido parasitaria, utilizando o canal FL1-H para AV-FITC e o
canal FL2-H para 7-AAD. A droga de referéncia foi o benzonidazol. Os dados foram
analisados utilizando o software FlowJo® (Tree Star Inc ©, Ashland, EUA) e expressos
como a percentagem de parasitos em cada quadrante (ndo coradas, coradas apenas
com 7-AAD, coradas apenas com AV ou coradas com ambos os marcadores) em

comparacao com o numero total de células analisadas.

411 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada empregando-se testes ndo paramétricos. Foi
feito teste de regressao linear simples para obtencéo da CCso e da ICso. A andlise para
medir a variabilidade entre o grupo tratado foi o teste Wilcoxon e entre grupos tratado
e controle foi o teste Mann-Whitney. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de

significAncia de 5% e todas as analises foram feitas no software GraphPad Prism 5.0.



46

5 RESULTADOS

5.1 Docking molecular

Ao observar os valores de score (ChemPLP) das solu¢des de docking dos
compostos TD e DR (tabela 3), observa-se que os compostos DR possuem uma maior
afinidade predita pelo sitio ativo da enzima cruzaina quando comparado com suas
respectivas contrapartes TD. A diferenca de score entre a melhor solucdo de um
composto DR e sua contraparte varia entre 11,51 (DR-01 e TD-01) e 21,28 (DR-08 e
TD-08).

Tabela 2 - Valores de score (ChemPLP) para as solu¢fes de docking dos compostos TD e DR em seus
respectivos isbmeros E e Z.

Composto E Z Composto E Z DR(Z2)-TD(E)
TD-01 47,18 45,58 DR-01 53,74 58,69 11,51
TD-02 42,94 41,25 DR-02 53,75 57,39 14,45
TD-03 46,17 46,19 DR-03 58,7 63,75 17,58
TD-04 33,34 32,42 DR-04 50,23 53,26 19,92
TD-05 38,72 37,19 DR-05 53,84 54,87 16,15
TD-06 54,2 52,93 DR-06 60,41 66,57 12,37
TD-07 36,55 35,91 DR-07 55,22 56,98 20,43
TD-08 38,45 37,9 DR-08 56,51 59,73 21,28
TD-09 38,41 36,81 DR-09 52,55 56,89 18,48

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Além disto, outro ponto interessante que pode ser observado nos valores de
score das solucdes de docking é que parece haver uma pequena preferéncia do sitio
ativo da enzima cruzaina por diferentes isdbmeros dependendo da série (TD ou DR)
do composto. As soluc¢des de docking obtidas para as conformagdes com o isbmero
E para os compostos TD apresentaram valores de score ligeiramente mais elevados
(melhores) quando comparados com as conformacdes obtidas com o isbmero Z para
estes mesmos compostos.

Esta diferenca de score entre as solucdes de docking obtidas para as solucdes
DR em relacdo aos compostos TD se deve, aparentemente, ao volume maior do
chassi molecular dos compostos DR, cuja diferenca em relagdo aos compostos TDs
consiste na formacéo do anel heterociclico e adicdo de uma ligacdo dupla com um
atomo de oxigénio e um grupo fenil, nas posi¢cdes C-4 e C-5 respectivamente deste
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anel heterociclico, aumentando o numero de interacfes intermoleculares que este
composto pode realizar. Por exemplo, ao analisar somente os isébmeros E dos
compostos TD e DR, apenas os compostos DR interagem com os residuos de
aminoécidos GLY23, CYS25, SER64, GLY65 e GLY66. Adicionalmente, ao analisar
apenas os isbmeros Z destes mesmos compostos, apenas os compostos DR
interagem com os residuos de aminoacidos GLY23, CYS25 e ASP161.

Ao analisar as interagdes intermoleculares, observa-se que uma das principais
diferencas apresentadas entre as conformagdes obtidas com os isomeros E e Z dos
compostos TD esta nas ligacGes de hidrogénio com o residuo de aminoacido ASN69.
Nas conformacdes obtidas com o isbmero E, a maior parte dos compostos TD fizeram
uma ou mais ligagfes de hidrogénio com o residuo de aminoacido ASN69, sendo eles
TD-01 (1x), TD-02 (2x), TD-04 (1x), TD-06 (1x), TD-08 (2x) e TD-09 (3x). No entanto,
nas conformacdes obtidas com o isbmero Z, apenas os compostos TD-01 (1x), TD-06
(1x) e TD-08 (1x) fizeram ligacdes de hidrogénio com o residuo de aminoacidos
ASNG9. Sendo 1x, 2x e 3x 0 numero de ligagdes de hidrogénio que ocorreram. Assim,
o0 amino&cido ASN69 parece ter o papel chave para a estabilidade dos compostos TD,
0 que favoreceu o isomero E desta série.

No entanto, para as solucdes de docking os compostos DR, os isbmeros Z
obtiveram valores de score ligeiramente mais elevados (melhores) quando
comparados com as conformacdes obtidas com os isbmeros E para estes mesmos
compostos. Ao analisar as interacdes intermoleculares, observa-se que mais da
metade das solucdes de docking para o isbmero E dos compostos DR néo fazem
ligacdes de hidrogénio enquanto que todas as solu¢cBes para o isdbmero Z, destes
mesmos compostos, formam ligacGes de hidrogénio. Além disto, observa-se que as
ligacdes de hidrogénio que ocorreram para as solucdes de docking para o isbmero Z
se concentraram, principalmente, nos residuos de aminoacidos GLY66, MET68 e
ASN69 enquanto que para as solugcbes de docking com o isbmero E as poucas
ligagbes que ocorreram estéo distribuidas entre os residuos de aminoacidos METG68,
ASP161, HIS162 e GLU208. Portanto, parece que as ligacbes de hidrogénio
realizadas entre os compostos DR e 0s aminoacidos GLY66 e ASN69 séo importantes
para aumentar a estabilidade dos compostos DR no sitio ativo da cruzaina, o que

favoreceu o isbmero Z.
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Para cada uma das séries, os compostos com a melhor afinidade predita pela
enzima cruzaina foram o DR-06 (figura 8a), para a série DR, e TD-06 (figura 8b), para

a série TD, ambos possuindo um grupo fenil no substituinte.

Figura 8 - As intera¢@es intermoleculares que ocorrem nas melhores solucdes de docking (TD-06 e DR-
06) de cada série e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da cruzaina.

GLU-208

HIS- 162

ALA-138 LEU-160

a

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Legenda: (a) As interagdes entre o isdmero Z do composto DR-06 (magenta) e os residuos da cruzaina.
(b) As interacdes que ocorrem entre o isdbmero E do composto TD-06 (ciano) e os residuos da cruzaina.
Os residuos que fazem contatos hidrofébicos estéo na cor verde enquanto os que fazem ligacBes de
hidrogénio estdo na cor vermelha.

5.2 Avaliacdo da atividade citotoxica

5.2.1 Esplendcitos murinos.

A citotoxicidade utilizando timidina-H?3 foi expressa como a maior concentracéo
testada dos compostos atoxica para os esplendcitos murinos. A saponina, controle
positivo do experimento, apresentou 82,25% de inibicdo. Como visto na tabela 3, os
valores de citotoxicidade variaram de 14,02 (TD-09) a >554,84 uyM. A maioria dos
compostos se destacou como atdxicos em comparacdo a droga de referéncia, séo
eles: TD-01, TD-02, TD-04, TD-05, TD-06, TD-07, TD-08, DR-01, DR-02, DR-03, DR-
04, DR-05, DR-06 e DR-07.
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Tabela 3 - Atividade citotéxica — concentracdo atéxica em pg/ml e uM — frente a esplendcitos murinos
de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios

de sua via sintética, série TD).

Composto  Concentracdo Concentracdo Composto Concentragcdo Concentracéo
atoxica atoxica (uM) atoxica atoxica (UM)
(Hg/ml) (Hg/ml)
TD-01 >100 >378,28 DR-01 >100 >261,45
TD-02 >100 >417,9 DR-02 50 139,88
TD-03 12,5 53,11 DR-03 >100 >282,9
TD-04 >100 >554,84 DR-04 >100 >335,16
TD-05 50 222,97 DR-05 50 146,04
TD-06 >100 >391,63 DR-06 >100 >267,75
TD-07 50 256,09 DR-07 >100 >319,1
TD-08 >100 >477,85 DR-08 6,25 19,08
TD-09 3,13 14,02 DR-09 12,5 36,61
Bzn 25 96,06 Bzn 25 96,06

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: Bzn = Benzonidazol.

5.2.2 Células de linhagem hepatica HepG2

Como visto na tabela 4, os valores de citotoxicidade para essas células variaram
de 4,58 (DR-05) a >2.239,64 uM.

Tabela 4 - Atividade citotéxica em pg/ml e uM frente a hepatécios (HepG2) de uma nova classe de
compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética,

série TD).

Composto CCso (ug/ml) CCso (UM) Composto CCso (ug/ml) CCso (UM)
TD-01 >500 >1.891,43 DR-01 4 10,45
TD-02 >500 >2.089,51 DR-02 133,3 372,94
TD-03 11,55 49,07 DR-03 >500 >1.414,50
TD-04 250,8 1.391,55 DR-04 602,7 2.020,04
TD-05 7,1 31,66 DR-05 1,57 4,58
TD-06 254,1 995,14 DR-06 >500 >1.338,79
TD-07 176,6 904,52 DR-07 >500 >1.595,5
TD-08 223,2 1.066,56 DR-08 120,2 367,13
TD-09 >500 >2.239,64 DR-09 >500 >1.464,64

Bzn 345,3 1.326,8 Bzn 345,3 1.326,8

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: Bzn = Benzonidazol.
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Os compostos que se destacaram com uma maior CCso em relagdo ao

benzonidazol e, consequentemente, sendo menos téxico que ele foram: TD-01, TD-

02, TD-04, TD-09, DR-03, DR-04, DR-06, DR-07 e DR-09.

5.2.3 Células de linhagem macrofagica J774

Todos os compostos testados por esse ensaio mostraram algum grau de

atividade citotoxica. Como exposto na terceira coluna da tabela 5 os valores de CCso
variaram de 21,54 (DR-01) a 195,31 puM (DR-02). O composto DR-02 foi 4 vezes

menos citotoxico frente a essa linhagem celular em relacéo a droga de referéncia. A

maioria dos compostos mostrou menos toxicidade em relacdo ao benzonidazol e

apenas 5 foram excecdes (TD-07, DR-01, DR-02, DR-08 e DR-09).

Tabela 5 - Atividade citotéxica — CCso em pg/ml e uM — frente a macréfagos (J774) de uma nova classe
de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via sintética,

série TD).

Composto CCso (ng/ml) CCso (UM) Composto CCso (ng/ml) CCso (UM)
TD-01 22,56 85,34 DR-01 8,24 21,54
TD-02 11,22 46,88 DR-02 69,81 195,31
TD-03 18,34 77,92 DR-03 27,29 77,2
TD-04 29,88 165,78 DR-04 36,05 120,82
TD-05 12,31 54,89 DR-05 33,34 97,38
TD-06 27,45 107,5 DR-06 24,73 66,21
TD-07 8,15 41,74 DR-07 22,16 70,71
TD-08 29,31 140,05 DR-08 13,16 40,19
TD-09 12,98 58,14 DR-09 12,36 36,2

Bzn 11,62 44,64 Bzn 11,62 44,64

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
Legenda: Bzn = Benzonidazol.

5.3 Avaliacéo da atividade tripanocida

5.3.1 Epimastigotas

Com relacdo a forma epimastigota, a 1Cso variou de 5,09 (TD-03) a 116,3 pM

(DR-04) e a maioria dos compostos apresentou uma atividade anti-epimatigotas de T.

cruzi melhor que o benzonidazol, destacando-se TD-03 e TD-06 como pode ser visto

na tabela 6.
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Tabela 6 - Atividade tripanocida — ICso em pg/ml e uM — frente a epimastigotas (Dm28) de uma nova
classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via
sintética, série TD).

Composto ICs0 (pg/ml) ICs0 (M)
TD-01 29,63 112,08
TD-02 18,51 77,35
TD-03 1,2 5,09
TD-05 571 25,46
TD-06 1,97 7,71
TD-07 6,55 33,54
TD-08 11,74 56,09
TD-09 2,38 10,66
DR-01 36,52 95,48
DR-02 11,83 33,09
DR-04 34,7 116,3
DR-05 11,14 32,52
DR-08 32,69 99,84
DR-09 1,58 4,62

Benzonidazol 2,74 10,52

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os testes com os compostos TD-04, DR-03, DR-06 e DR-07 foram feitos, mas

os dados obtidos ndo foram suficientes para se calcular a ICso (ND). Além do destaque

na atividade anti-epimastigota desses 2 compostos, eles também tiveram boas curvas

dose-resposta, entendido como a homogeneidade do crescimento da percentagem de

inibicdo em fungdo do aumento da concentagdo dos compostos, demonstradas no
grafico 1 (A e B).

Gréfico 1 - Atividade tripanocida dos compostos TD-03 e TD-06 frente a epimastigotas (Dm28) de
Trypanosoma cruzi.
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Composto TD-06 - Epimastigotas
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(B)
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
Legenda: (A) TD-03 e (B) TD-06.

5.3.2 Tripomastigotas

A atividade anti-tripomastigota dos compostos variou com um ICso de 7,99 (TD-
06) a 82,45 puM (TD-04). Os compostos que se destacaram por evidenciarem menor
ICs0 em relacdo ao benzonidazol foram TD-01, TD-03, TD-06 e TD-09 (tabela 7),

sendo parte dos resultados consistente com os resultados frente a epimastigotas.

Tabela 7 - Atividade tripanocida — ICso em pg/ml e uM — frente a tripomastigotas (cepa Y) de uma nova

classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via
sintética, série TD).

Composto ICs0 (pg/ml) ICs0 (M)
TD-01 7,5 28,37
TD-02 12,41 51,86
TD-03 2,61 15,34
TD-04 14,84 82,45
TD-06 2,04 7,99
TD-09 6,61 29,61

Benzonidazol 10,66 40,96

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Legenda: ND = ndo determinado, os dados foram adquiridos, mas néo foram suficientes para se
calcular a ICso.

Os testes com os compostos TD-05, TD-07, TD-08 e todos os compostos DR
foram aplicados, mas os resultados n&o foram suficientes para aquisi¢ao da ICso (ND).
Do mesmo modo que para epimastigotas, as curvas dose-resposta dos

compostos destaques também se mostraram homogéneas (grafico 2 A-D).
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Graéfico 2 - Atividade tripanocida dos compostos TD-01, TD-03, TD-06 e TD-09 frente a tripomastigotas

(cepa Y) de Trypanosoma cruzi.
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5.4 indice de seletividade

Para verificar o quanto os compostos foram ativos para os parasitos sem causar
danos as células normais, foi feito o indice de seletividade (ISe) para esta forma
evolutiva. O 1Se consiste na razdo entre a CCso ou concentragdo atoxica e a ICso.
Quanto maior o ISe, mais especifica a atividade do composto para o parasito. Para
obtencéo do ISe foram considerados os valores em micromolar. Os compostos mais
seletivos que o benzonidazol para esplenocitos, hepatécitos e macréfagos
respectivamente foram: TD-06, DR-09 e TD-03 (tabela 8). Os valores de ISe menores
que 1 foram considerados como NR (Nao Realizado), ou seja, ndo houve indicativo
de seletividade parasitéria.

Tabela 8 - indice de seletividade (ISe) para a forma epimastigota (Dm28) de Trypanosoma cruzi de
uma nova classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de
sua via sintética, série TD).

Composto Esplenécito murino HepG2 J774
TD-01 >3,37 >16,87 NR
TD-02 >5,4 >23,01 NR
TD-03 >10,43 9,64 15,03
TD-05 8,75 1,24 2,15
TD-06 >50,79 129,07 13,94
TD-07 7,63 26,96 1,24
TD-08 >8,51 19,01 2,49
TD-09 1,31 >210,09 5,45
DR-01 >2,73 NR NR
DR-02 4,22 11,27 5,9
DR-04 >2,88 17,36 1,03
DR-05 4,49 NR 29,94
DR-08 NR 3,67 NR
DR-09 7,27 >317,02 7,83

Benzonidazol 8,56 126,12 4,24

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: NR = N&o Realizado, ndo houve indicativo de seletividade parasitaria.

De acordo com a tabela 9, o composto TD-06 foi 0 mais seletivo em relagdo ao

benzonidazol frente aos 3 tipos celulares testados.
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Tabela 9 - indice de seletividade (ISe) para a forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi de uma nova
classe de compostos tiazolidinonicos (série DR) e de tiossemicarbazonas (intermediarios de sua via
sintética, série TD).

Composto Esplendcito HepG2 J774
murino

TD-01 >13,33 >66,67 3
TD-02 >8,05 >40,29 NR
TD-03 >3,46 3,19 5,07
TD-04 >6,72 16,87 2,01
TD-06 >49,01 124,54 13,45
TD-09 NR >75,63 1,96
Benzonidazol 2,34 32,39 1,08

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: NR = N&o Realizado, ndo houve indicativo de seletividade parasitéria.

5.5 Dosagem de Oxido nitrico

O ensaio € baseado na dosagem indireta do ON, pois 0 mesmo € muito reativo
se transformando rapidamente em nitrito ou nitrato. Devido a isso, os resultados de
densidade O6tica obtidos ap6s a incubacdo das células com os compostos séo
comparados a uma curva padrao de nitrito.

O teste foi feito, mas nenhum composto demonstrou inducédo da producéo de

ON (dados ndo mostrados).

5.6 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo

Os niveis de citocinas do perfil Th1l (IFN-y, IL-2, TNF), Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10),
e Th17 (IL-17A) foram dosados por citometria de fluxo em 4 tempos diferentes (24h,
48h, 72h e seis dias).

Houve uma variedade de perfis induzidos pelos compostos, tanto de citocinas
pré-inflamatérias, como TNF e IFN-y, quanto de regulatérias como IL-10. A partir do
tempo de 72h, foi possivel observar o aumento na variedade de produgdo das
citocinas dos diferentes perfis pelos compostos (dado ndo mostrado). O tempo de 6
dias destacou-se por todas as citocinas avaliadas terem sido produzidas em maior

quantidade, devido a isso ele foi o escolhido para exposi¢céo dos resultados.
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Com relacao a producédo de IFN-y, IL-2, TNF e IL-6 os compostos TD-01, TD-
09, TD-06 e TD-02 respectivamente, foram seus melhores indutores (gréafico 3), tendo
as maiores quantidades de producéo dessas citocinas no tempo de 6 dias e no
tratamento com 2x suas respectivas ICso. Esses resultados foram estatisticamente
significativos tanto com relacdo ao basal, quanto com relacdo ao tratamento com o
benzonidazol (1x e 2xICso). Apenas TD-09 induziu a producdo de IL-2 de maneira
significativa em relacdo ao benzonidazol no tratamento tanto com 1x quanto com
2XICso. Vale salientar que nesse tempo o benzonidazol induziu diminuig&o significativa

de IFN-y e IL-2 em relacdo ao basal.

Gréfico 3 - Indugédo da produgéo das citocinas IFN-y, IL-02, TNF e IL-6 pelos diferentes compostos no
tempo de 6 dias.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: (A) IFN-y, (B) IL-02, (C) TNF e (D) IL-6. Comparado com o basal, *p <0,05; comparado com
o tratamento com o BZN (1x e 2x a ICso), 9p <0,05; comparado com tratamento com 0 BZN 1xICso, 2p
<0,05; comparado com tratamento com o BZN 2xICso, Pp <0,05. Benzonidazol (BZN) e concanavalina
A (ConA).

Com relacédo a citocina IL-10, a su inducédo variou entre 0s tempos para cada
composto, porém o seu maior indutor foi TD-06 na concentracao de 1xICso € no tempo
de 6 dias (grafico 4). Esses resultados foram estatisticamente significativos tanto com
relacdo ao basal, quanto com relacéo ao tratamento com o benzonidazol (1x e 2xICso).
N&o foi observada producao significativa de IL-4 frete a nenhum dos compostos e em

nenhum dos tempos avaliados (dado ndo mostrado).
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Graéfico 4 - Inducdo da producéo da citocina IL-10 pelos diferentes compostos no tempo de 6 dias.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: Comparado com o basal, *p <0,05; comparado com o tratamento com o BZN (1x e 2x a
ICs0), 9p <0,05; comparado com tratamento com 0 BZN 2xICso, °p <0,05. Benzonidazol (BZN) e
concanavalina A (ConA).

Com relacéo a IL-17, o composto que mais produziu essa citocina foi TD-06 no
tratamento com 2xICso no tempo de 6 dias (grafico 5). Esse resultado foi
estatisticamente significativo tanto com relacdo ao basal, quanto com relagédo ao
tratamento com o benzonidazol (1x e 2xICso). Nao houve diferenca significativa entre
o tratamento com 1x e 2x a ICso desse composto (dado ndo mostrado), demonstrando

que tratamento com 1x e 2x a ICsp sao iguais indutores da producao dessa citocina.

Gréfico 5 - Inducéo da producéo da citocina IL-17 pelos diferentes compostos no tempo de 6 dias.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Legenda: Comparado com o basal, *p <0,05; comparado com o tratamento com 0 BZN (1x e 2x a ICso),
dp <0,05; comparado com tratamento com o BZN 2xICsp, Pp <0,05. Benzonidazol (BZN) e concanavalina
A (ConA).
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5.7 Avaliacéo do perfil de morte celular por citometria de fluxo

5.7.1 Apoptose inicial

Os compostos que induziram um perfil de morte celular de apoptose inicial de
maneira significativa no tratamento com 1x suas ICso em relagdo ao controle sem
tratamento e ao benzonidazol foram TD-01, TD-02, TD-03, TD-04 e TD-06 (grafico
6A), enquanto que no tratamento com 2xICso foram TD-04 e TD-06 (grafico 6B). O
benzonidazol ndo demonstrou diferenca significativa com relacdo ao controle sem

tratamento.

Gréfico 6 - Inducdo de apoptose inicial frente ao tratamento com 1xICso e 2xICso dos compostos
testados.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
Legenda: (A) 1xICso e (B) 2xICso. Comparado ao controle sem tratamento, *p <0,05; comparado ao
tratamento com o BZN (1x e 2x a ICso), 2p <0,05. Benzonidazol (BZN). Anexina-V (AV).

5.7.2 Apoptose tardia

Alguns dos compostos que induziram apoptose inicial também induziram
apoptose tardia de maneira significativa no tratamento com 1xICso em relacdo ao sem
tratamento, como foi o caso de TD-02, TD-03 e TD-04 (grafico 7A), porém a
porcentagem de parasitos marcados foi maior para a morte celular por apoptose inicial
de maneira significativa (dado ndo mostrado). Apenas o composto TD-04 induziu esse
tipo de morte de maneira significativa com relagéo ao controle sem tratamento e ao

benzonidazol. No tratamento com 2xICsp, nenhum dos compostos induziu
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significativamente mais esse tipo de morte celular com relacdo ao benzonidazol
(grafico 7B).

Grafico 7 - Indugdo de apoptose tardia frente ao tratamento com 1xICso e 2xICso dos compostos
testados.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Legenda: (A) 1xICso e (B) 2xICso. Comparado ao controle sem tratamento, *p <0,05; comparado ao
tratamento com o0 BZN (1x e 2x a ICsp), 2p <0,05. Benzonidazol (BZN), AV+7-AAD (dupla marcacéo
com os marcadores anexina-V e 7-aminoactinomicina D).

5.7.3 Necrose

Com relacao ao perfil necrotico, todos os compostos testados mostraram algum
grau de inducdo no tratamento com 1xICso (grafico 8A), porém a porcentagem de
parasitos marcados do tratamento com os compostos, TD-01, TD-02, TD-03, TD-04 e
TD-06 foi maior para o perfil apoptoético inicial de maneira significativa (dado nao
mostrado). O Unico composto que induziu apenas necrose de maneira significativa no
tratamento de 1x e 2xICso em relagdo ao sem tratamento foi TD-09 (gréafico 8B), no
entanto o benzonidazol induziu mais esse tipo de morte celular de maneira
significativa em relagéo a TD-09. Vale salientar que o benzonidazol induziu os 3 tipos
de morte celular, mas demonstrou maior porcentagem de parasitos marcados para
necrose, tanto no tratamento com 1x quanto com 2xICso de maneira significativa

(dados ndo mostrados).



Grafico 8 - Indugao de necrose frente ao tratamento com 1xICso e 2xICso dos compostos testados.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Legenda: (A) 1xICso e (B) 2xICso. Comparado ao controle sem tratamento, *p <0,05; comparado ao
tratamento com o BZN (1x e 2x a ICsp), 2p <0,05. Benzonidazol (BZN), 7-aminoactinomicina D (7-
AAD).
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6 DISCUSSAO

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada e que possui um tratamento
com eficicia variada entre as fases da doenca e com alta toxicidade. Os custos
mundiais com a doenca de Chagas atualmente estdo em torno de US$7-19 bilhdes
por ano, o que é um alto impacto econémico (LEE et al., 2013; PINAZO; GASCON,
2015). O tratamento atual (Benzonidazol) € mais eficaz na fase aguda em relagcéo a
fase cronica e, recentemente, ficou demonstrado que 0 mesmo nao possui impacto
positivo no tratamento de pacientes com a forma cardiaca na fase crénica (MORILLO
et al., 2015). Devido a essa diferenca de eficacia e a alta toxicidade associada ao
tratamento atual, a busca por uma nova abordagem terapéutica para a doenca de
Chagas € uma das principais metas relativas a essa doenca atualmente
(DUMONTEIL; HERRERA, 2017).

Algumas das classes investigadas para um novo tratamento da doenca de
Chagas e que sdo desenhadas tendo alvos especificos sdo as tiossemicarbazonas e
as tiazolidinonas (SILVA; SILVA, 2017; TRIPATHI et al., 2014). Os compostos
testados no presente trabalho (TD-01 a 09 e DR-01 a 09) foram desenhados tendo
como alvo uma cisteino-protease de T. cruzi, a cruzaina, a qual € um alvo validado
para 0s estudos de novos compostos para a doenca de Chagas (ALVAREZ;
NIEMIROWICZ; CAZZULO, 2012; CAZZULO, 2002). O principal modo de acdo dos
compostos que inibem as cisteino-proteases é pela interrupcdo da producdo das
enzimas e do transporte delas para lisossomos, pois elas sdo enzimas lisossomais
(APT, 2010).

Para que se chegue a uma nova abordagem terapéutica para a doencga, lanca-
se mao diferentes estratégias, como quimioterapia combinada, reposicionamento de
drogas e a identificacdo de novos compostos alvos-especificos (BAHIA; DINIZ;
MOSQUEIRA, 2014). Para a identificacdo de compostos alvos-especificos, utiliza-se
ferramentas computacionais para o desenho dos compostos (FERREIRA et al., 2015).
Esses compostos sdo muitas vezes investigados in silico com relacdo a afinidade
deles com o alvo bioldgico o qual esta sendo desenhado utilizando-se do docking
molecular (WASZKOWYCZ; CLARK; GANCIA, 2011).

O docking determina se ha interacdo energética favoravel entre duas moléculas
(ligante e alvo bioldgico) com o objetivo de compreender as razdes moleculares

responsaveis pela poténcia farmacolégica destes ligantes ou farmacos em potencial
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(GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE, 2013). O alvo utilizado deve ter um papel
bioldgico importante, em que a modulacdo da sua atividade pela molécula leve a
alteracdo na via onde esteja envolvido (OVERINGTON; AL-LAZIKANI; HOPKINS,
2006; SOUSA et al., 2010).

No caso deste projeto, os ligantes foram os compostos e o alvo foi a enzima de
T. cruzi, cruzaina. E preciso destacar que é de suma importancia que os ensaios in
silico e in vitro sejam feitos em paralelo, pois moléculas que ndo tenham uma boa
pontuacao por métodos computacionais, podem néo ser avaliados in vitro, podendo
levar ao descarte precoce de hits (moléculas significativamente ativas) (FERREIRA;
OLIVA; ANDRICOPULO, 2011).

In silico, os compostos da série DR demonstraram uma maior afinidade pela
cruzaina. No entanto, o composto TD-06, que obteve interessantes resultados nos
testes in vitro, demonstrou afinidade semelhante a série DR. Os compostos DR-06 e
TD-06 foram os que tiveram a melhor afinidade pela cruzaina e compartilham o radical
4-(fenil)-fenil como substituinte, podendo esse radical ter influenciado nessa atividade.
Levando em consideragdo que 0s compostos que aparecem na segunda posicao (TD-
03 e DR-03) e terceira posicdo (TD-01 e DR-01), em suas respectivas séries, em
termos de afinidade predita também possuem um grupo bastante volumoso e
hidrofébico como substituinte — 4-(t-butil)-fenil e 4-(morfolinil)-fenil, respectivamente —
acredita-se que realizar modificagdes nos compostos TD e DR de forma a maximizar
os contatos hidrofébicos no sitio ativo da enzima cruzaina possa ter capacidade de
aumentar a poténcia destes candidatos a farmacos, hipétese que parece estar
amparada pelos valores de ICso0 desses compostos.

Diferentes ensaios tanto in silico, in vitro quanto in vivo sdo necessarios para
se chegar a um efetivo tratamento medicamentoso. A toxicidade é um importante
ponto a ser investigados nesse processo (PARASURAMAN, 2011), pois ajuda na
predicdo de possiveis efeitos adversos que um determinado composto pode vir a
causar (AROME; CHINEDU, 2013), além disso é considerada um ponto-chave na
continuidade dos estudos pré-clinicos (ASTASHKINA; MANN; GRAINGER, 2012).
Devido a isso, é importante testar o efeito dos compostos em diferentes células e em
diferentes etapas do seu metabolismo, para ter uma visdo mais ampla de sua agao
frente aos diferentes tipos celulares.

Em nosso trabalho optamos por testar a citotoxicidade frente a células do

sistema imune como macrofagos e esplendcitos, pois um de nossos objetivos é
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analisar a atividade imunomoduladora. Portanto os compostos ndo deveriam ser
toxicos frente a essas células. Ja o teste em células hepaticas € interessante pois 0
figado é um 6rg&o ativo no metabolismo de drogas (BJORNSSON, 2016). Dentre os
diferentes tipos celulares testados, a maioria dos compostos demonstrou ser menos
toxica que a droga de referéncia. Frente a esplendcitos a droga menos toxica foi TD-
04, frente a hepatdcitos foi TD-09 e frente a macréfagos foi DR-02. Vale salientar que
também a maioria dos compostos demonstrou valores de citotoxicidades bem
variados entre os tipos celulares. Devido a isso, é importante testar o efeito dos
compostos em diferentes células e em diferentes etapas do seu metabolismo, para ter
uma visdo mais ampla de sua ac¢éao frente aos diferentes tipos celulares.

Além da atividade citotoxica, € importante que se investigue acao dos
compostos frente as formas evolutivas de T. cruzi, pois espera-se que 0S compostos
sejam mais ativos que a droga de referéncia (BUSTAMANTE; TARLETON, 2011).
Nenhum composto da série DR demonstrou atividade frente a tripomastigotas. O
composto que demonstrou ter melhor ICso que a droga de referéncia frente a
epimastigotas foi TD-03, no entanto o composto que demonstrou ter melhor atividade
frente a tripomastigotas foi TD-06. Como discutido anteriormente, esses dois
compostos possuem um grupo bastante volumoso e hidrofébico como substituinte —
4-(t-butil)-fenil e 4-(fenil)-fenil respectivamente — que podem ter influenciado nessa
atividade. Essa atividade corrobora com estudos prévios desenvolvidos por Moreita et
al. (2014), em que a substituicdo do anel fenilico por outro substituinte (4-piridinil)
produziu compostos tiazolidinonicos inativos frente a T. cruzi e os compostos que
continham fenil na posicdo 4 do anel fenilico foram os dois compostos mais ativos
frente o parasito (MOREIRA et al., 2014). Espindola et al. (2015) também observaram
que um segundo anel fenilico na estrutura de tiossemicarbazonas aumentou a
atividade tripanocida dos compostos.

Estudos demonstrando a importancia do entendimento de como um composto
interage com o sistema imune nos estudos para a doenca de Chagas tém sido
descritos (BRAZAO et al., 2015). Nesse estudo, buscamos entender como 0s
compostos influenciam na producéo de diferentes citocinas importantes no curso da
doenca de Chagas. Um dos elementos envolvidos na resposta inicial de macréfagos
a T. cruzi é o radical livre ON. Quando ha a producéo de citocinas pré-inflamatorias
pelo sistema imune como IL-12, TNF e IFN-y, ha ativagdo da enzima iNOS com o

objetivo de aumentar a producao de ON e controlar o parasitismo (MICHAILOWSKY
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et al., 2001). Apesar de ter havido a producao significativa dessas citocinas por alguns
dos compostos, ndo detectamos a producdo de ON nos sobrenadantes de culturas
dosados.

Com relacdo a resposta imune adaptativa, ha também a participacdo dos
linfécitos T auxiliares CD4+. O equilibrio entre os perfis Thl e Th2 € importante na
imunopatogénese da doenca de Chagas, sendo as citocinas do perfil Thl
consideradas protetoras e do Th2 de suscetibilidade a doenca de Chagas (GUEDES
et al., 2009; KUMAR; TARLETON, 2001). Alguns dos compostos como TD-01, TD-02,
TD-06 e TD-09 induziram de maneira significativa citocinas do perfil Thl. Com relacéo
ao perfil Th2, a citocina IL-10 tem se mostrado protetora nas fases iniciais da doenca
de Chagas experimental, inclusive prevenindo a miocardite aguda em camundongos
(ROFFE et al., 2010). O principal indutor dessa citocina foi TD-06.

Ainda dentro desse contexto do equilibrio de citocinas do perfil T auxiliar,
também esta inserido o perfil Th17. A citocina IL-17 tem importante participacdo no
combate a infeccdes, pois age recrutando e ativando neutréfilos, além de estimular a
producdo de mediadores inflamatérios como CXCL1, CXCL2 e G-CSF (GU; WU; LI,
2013; KUWABARA et al., 2017). Na fase aguda da doenca de Chagas experimental,
estudos demonstram que IL-17 ajuda no combate a T. cruzi. Camundongos C57BL/6
deficientes na producéo dessa citocina e infectados com T. cruzi possuiram menor
indice de sobrevivéncia, maior parasitemia e faléncia multipla de 6rgaos, além de
menor producéo das citocinas IFN-y, TNF e IL-6 em comparagéo ao controle selvagem
(MIYAZAKI et al., 2010). Ja na fase cronica, estudos recentes vém demonstrando que
essa citocina pode ser um fator protetor para o miocéardio de pacientes com a doenca
de Chagas na fase cronica (SOUSA et al., 2017). Com isso em mente, fica clara a
importancia dessa citocina na imunopatogénese da doenca, tendo o composto TD-06
sido o seu principal indutor.

A morte celular induzida pelo composto é um importante fator que deve ser
investigado (ADADE et al., 2013; KEPP et al., 2011; MENNA-BARRETO et al., 2009).
O termo “morte celular programada” foi sugerido em 1964 e indica uma série de etapas
gue regem a morte celular ndo-acidental sem que haja inflamagado (LOCKSHIN;
WILLIAMS, 1965). Uma dessas mortes celulares € a apoptose. Apesar de em
tripanossomatideos a morte celular programada ainda néo ser totalmente elucidada,
sabe-se que os sinais de apoptose sdo semelhantes aos encontrados em células de

mamiferos, como externalizacdo de fostatidilserina e condensacdo e fragmentagéo
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anormal do DNA (DEBRABANT et al., 2003; DUSZENKO et al., 2006). Além disso,
sabe-se que diferentes proteinas do parasito estdo envolvidas no processo de
apoptose, sendo elas associadas ao ciclo celular, proliferacdo e divisao celular,
replicacdo de DNA entre outras (SMIRLIS et al., 2010). E interessante que 0s
compostos induzam apoptose, pois € um tipo de morte celular que leva a um menor
processo inflamatério associado principalmente por ndo haver extravasamento
intersticial de material intracelular, além das células que estdo nesse processo de
morte serem eliminadas rapidamente pelo sistema imune (DEBRABANT et al., 2003;
ELMORE, 2007).

Foi investigado qual tipo de morte celular € induzido em tripomastigotas. A
maioria dos compostos induziu apoptose inicial, além de maior porcentagem de
parasitos marcados para esse tipo de morte. O composto TD-06, que foi um dos
menos toxicos e mais ativos frente o parasito, induziu significativamente apoptose
inicial. E interessante salientar que a droga de referéncia, benzonidazol, induziu de
maneira significativa necrose em relagdo ao sem tratamento e em relacdo aos
tratamentos com cada composto, tendo a maior porcentagem de parasitas marcados
para esse tipo de morte celular. A necrose ndo € um tipo de morte celular ideal nesse
caso, pois como ha a perda da integridade da membrana e consequentemente o
extravasamento dos componentes intracelulares, leva a inflamacéo podendo acarretar
em maiores danos teciduais (GREEN; LLAMBI, 2017).

Vale discutir a participacdo do composto TD-09 que demonstrou atividade
frente a epimastigotas quase similar a droga de referéncia e menor que a droga de
referéncia frente a tripomastigotas, porém demonstrou toxicidade frente aos
esplendcitos murinos. Essa toxicidade pode ter sido refletida na producéo de citocinas
pré-inflamatérias aumentada, como IL-2, a qual o composto TD-09 foi o maior indutor.
Além disso, também pode ter influéncia na inducdo de morte celular parasitaria, pois
esse composto foi 0 Unico dos compostos que induziu de maneira significativa apenas
necrose. Essa maior toxicidade pode ser atribuida ao radical 3,4-metilenodioxo-fenil,
pois a sua contraparte DR-09 teve uma toxicidade semelhante a sua frente as células
testadas. Essa inducéo de tipos de morte celular variados entre compostos de uma
mesma classe também foi descrita em estudo de Da Silva et al. (2017) com compostos
aril-tiossemicarbazonicos.

Sendo assim, o composto TD-06 demonstrou afinidade in silico pela enzima

cruzaina; ser mais ativo que a droga de referéncia frente a epimastigotas e
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tripomastigotas; ser menos toxico; ter bons I1Se para epimastigotas e os melhores ISe
para tripomastigotas frente as trés linhagens celulares testadas; induzir um perfil pro-
inflamatdrio com regulacéo, principalmente influenciando na producédo de TNF, IL-10
e IL-17; além de induzir morte celular parasitéria por apoptose. Esse composto é uma
tiossemicarbazona que possui em sua estrutura um radical 4-(fenil)-fenil como
substituinte, podendo essas caracteristicas terem sido decisivas para as atividades
encontradas.

Para uma profunda e correta eleicdo de um candidato a farmaco para a doenca
de Chagas ainda s&o necessarios estudos mais aprofundados de atividade dentro dos
ensaios pré-clinicos, como testes in vivo, e ensaios clinicos (ROMANHA et al., 2010;
SALES-JUNIOR et al., 2017).
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7 CONCLUSAO

a)

b)

d)

Os compostos DR demonstraram in silico uma maior afinidade predita pela
cruzaina quando comparado com suas respectivas contrapartes TD. No
entanto, o composto TD-06 teve afinidade (score) similar aos compostos DR;
A maioria dos compostos se mostrou menos toxico que droga de referéncia;
Com relacdo a atividade tripanocida, dois compostos demonstrarm melhor
atividade (menor ICso0) em relagéo a droga de referéncia frente a epimastigotas
(TD-03 e TD-06) e, além desses dois também terem sido ativos frente a
tripomastigotas, mais dois compostos foram destaque frente a essa forma
evolutiva, TD-01, e TD-09;

Houve inducao de diferentes citocinas pelos compostos, tendo sido destaque o
composto TD-06, pois ele induziu um perfil pré-inflamatério com regulacéo
(TNF, IL-10 e IL-17) que € o ideal para uma droga que possa Vvir a ser utilizada
para a doenca de Chagas. Apesar disso, ndo houve indugéo da producéo de
ON;

Os compostos demonstraram inducédo dos diferentes tipos de morte celular,
porém houve uma maior porcentagem de parasitos marcados para apoptose
inicial. Vale destacar que a droga de referéncia induziu necrose de maneira
bastante consistente, o que néo é interessante devido ao alto componente
inflamatorio associado a esse tipo de morte celular; Diante do exposto, ficou
demonstrado que o0 composto TD-06 possui interessante atividade
antiparasitaria, citotoxica, imunomoduladora e de indugdo de morte celular,
sendo um potencial candidato a farmaco para a doenca de Chagas, sendo

necessarios ainda estudos de atividade mais aprofundados.
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