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PORTELLA, Diogo. Padroniza¢éo de um ensaio in vitro para triagem de farmacos anti-
Trypanosoma utilizando cardiomiécitos derivados de células-tronco pluripotentes
induzidas. 2018. 77 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa) —Instituto Gong¢alo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador,
2018.

RESUMO

INTRODUCAO: A doenca de Chagas é causada pela infeccdo cronica pelo
Trypanosoma cruzi e continua sendo um grave problema de satude na América Latina.
As opcdes terapéuticas para a doenca de Chagas sao limitadas, com apenas dois
medicamentos aprovados para uso. A cardiotoxicidade ndo prevista nas fases de
desenvolvimento de novas drogas é a maior causa de retirada de medicamentos do
mercado. A utilizacédo de cardiomiécitos humanos produzidos a partir de células-tronco
pluripotentes induzidas (hiPSC-CM) pode auxiliar no desenvolvimento farmacoldgico
através do estabelecimento de ensaios mais preditivos do que a utilizacdo de
linhagens imortalizadas ou células de animais. OBJETIVOS: Neste estudo utilizamos
cardiomiécitos humanos produzidos a partir de células-tronco pluripotentes induzidas
(hiPSC-CM), objetivando avaliar simultaneamente a atividade anti-Trypanosoma cruzi
e a citotoxicidade de compostos quimicos selecionados. METODOS: Foram utilizados
nos ensaios hiPSC-CM produzidos a partir da diferenciacdo celular de linhagens de
células-tronco obtidas de trés doadores. Trés compostos previamente avaliados
quanto a atividade anti-T. cruzi - BA5 (derivado do &cido betulinico), GT5A e GT5B
(derivados tiazolidinicos) - foram avaliados, utilizando o benzonidazol como controle.
As células foram infectadas com T. cruzi (cepa Y) e incubadas por 48 h com diluicbes
seriadas dos compostos para determinacdo dos valores de ECso e CCso. Medidas de
toxicidade subletal, incluindo avaliacao do citoesqueleto por coloracdo com faloidina,
de mitocondrias utilizando mitotracker e dosagens de BNP, marcador de estresse
cardiaco, foram incluidas no ensaio. Analise multiparamétricas automatizadas foram
realizadas no sistema Operetta HCS. RESULTADOS: A diferenciacdo de hiPSC em
cardiomidcitos teve eficiéncia de 83% quanto a expresséao de troponina T cardiaca. O
benzonidazol apresentou ECso= 6,1 uM e CCso > 100 uM. O BA5 apresentou ECso =
3,2 uM e CCso = 37 uM, o GT5A apresentou ECso = 1,9 uM e CCso = 87 uM, enquanto
que o GT5B apresentou ECso = 0,08 uM e CCso = 27 uM. Anadlises de toxicidade
subletal revelaram uma reducéo da intensidade de fluorescéncia compativel com a
toxicidade mitocondrial, observada pela coloracdo de mitotracker, para doxorrubicina
e BA5 apés 1 h de incubacgéo, enquanto a biomassa mitocondrial estava aumentada
48 h apoés a incubacdo com os compostos. A reducdo na marcacgéo de faloidina foi
observada com BA5 e doxorrubicina apos 48 h de incubacao. Niveis aumentados de
BNP foram observados com o tratamento com BA5. CONCLUSAO: A utilizagéo de
hiPSC-CM no fluxo de trabalho de desenvolvimento de farmacos para a doenca de
Chagas pode auxiliar na identificacdo de novos compostos. O ensaio mostrou-se
viavel por permitir avaliar rapidamente a acdo anti-T. cruzi dos compostos, além de
parametros de cardiotoxicidade, que podem aumentar o valor preditivo dos testes.
Novos estudos serdo necessarios para que este ensaio seja aprimorado e validado
guanto ao seu poder preditivo.

Palavras-Chave: iPSCs; Cardiomidcitos; cardiotoxicidade; T. cruzi
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ABSTRACT

Background: Chagas disease is caused by chronic infection with Trypanosoma cruzi
and remains a serious health problem in Latin America. Therapeutic options for
Chagas disease are limited, with only two drugs approved for use. Unpredicted
cardiotoxicity in the development stages of new drugs is the major cause of drug
withdrawal on the market. The use of human cardiomyocytes produced from induced
pluripotent stem cells (hiPSC-CM) may help in pharmacological development by
establishing more predictive assays than the use of immortalized lineages or animal
cells. AIM: In this study we used human cardiomyocytes produced from induced
pluripotent stem cells (hiPSC-CM), aiming at simultaneously evaluating the anti-
Trypanosoma cruzi activity and the cytotoxicity of selected chemical compounds.
Methods: hiPSC-CM assays were performed using cells from three donors. Three
compounds previously screened for anti-T. cruzi activity - BA5 (derived from betulinic
acid), GT5A and GT5B (thiazolidine derivatives) - were evaluated using benzonidazole
as a control. Cells were infected with T. cruzi (Y strain) and incubated for 48 h with
serial dilutions of the compounds for determination of ECso and CCso values. Sublethal
toxicity measurements, including cytoskeletal evaluation by phalloidin staining, of
mitochondria using mitotracker and dosages of BNP, cardiac stress marker, were
included in the assay. Automated multiparametric analyses were performed on the
Operetta HCS system. Results: The differentiation of hiPSC in cardiomyocytes had
an efficiency of 83% for cardiac troponin T expression. Benzonidazole showed IC s0 =
6.1 uM and CCso > 100 yM. BA5 had ECso = 3.2 yM and CCso = 37 yM, GT5A had
ECs0 = 1.9 yM and CCso = 87 pM, while GT5B had ECs0 = 0.08 yM and CCso = 27 pM.
Sublethal toxicity analyzes revealed a reduction in mitochondrial toxicity compatible
with mitochondrial toxicity observed by mitotracker staining for doxorubicin and BA5
after 1 h of incubation, while mitochondrial biomass was increased 48 h after incubation
with the compounds. The reduction in phalloidin labeling was observed with BA5 and
doxorubicin after 48 h of incubation. Increased levels of BNP were observed with
treatment with BA5. Conclusion: The utilization of hiPSC-CM in the drug development
workflow for Chagas disease may help in the identification of novel compounds. The
assay was shown to be .feasible because it allows rapid assessment of the anti-T. cruzi
action of the compounds, in addition to cardiotoxicity parameters, which may increase
the predictive value of the tests. Further studies will be required for this assay to be
improved and validate for its predictive power.

Keywords: iPSCs; Cardiomyocytes; Cardiotoxicity; T. cruzi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi, o agente causal da doenca de Chagas. ............ 20

Figura 2: Grafico de fluxo projetado como um protocolo geral e padronizado de

drogas testes aplicado a quimioterapia para a doenca de Chagas. ......... 26
Figura 3: Estrutura quimica basica das tiossemicarbazonas .............ccccvvveeeeeeennnns 28
Figura 4: Estrutura quimica das tiazolidinONas..........ccceevvuuiiiiiii e, 28

Figura 5: Esquema comparando a citotoxicidade e atividade anti-T. cruzi do
acido betulinico e seu derivado BAS ..........cceviiiiiiiii 29

Figura 6: Possiveis aplicagfes de cardiomiocitos derivados de iPSCs.................... 34
Figura 7:Padronizacdo da andlise de imagens no Operetta High Content System. .44
Figura 8:Caracterizacado de duas linhagens de iPSCs por Citometria de Fluxo. ...... 49
Figura 9: Caracterizacdo das linhagens de hiPSC utilizadas no estudo quanto a

expressao dos marcadores de pluripoténcia analisados por

MICroScopia CONfOCAL. ........coovviiiiiiii e 50
Figura 10: Etapas da diferenciacéo cardiaca visualizadas por microscopia de

CONEFASTE A fASE .. .uuii i e 52
Figura 11: Expresséo de troponina T cardiaca em hiPSC-CM avaliada por

citometria de flUXO. .....coeeeiieeeeee e 53
Figura 12: Padronizagdo do protocolo de infec¢do de hiPSC-CM com T. cruzi........ 54

Figura 13: Avaliacdo da acéo do benzonidazol em hiPSC-CM infectados com

R o3 U 55
Figura 14: Andlises de toxicidade subletal através de marcacédo do citoesqueleto

€ dosagem de BNP ..o 57
Figura 15: Intensidade de florescéncia da faloidina (Actina F)..........ccccceeeeiiieeiennnnns 58

Figura 16: Avaliagdo dos niveis de NT-pro-BNP no sobrenadante das culturas

E NIPSC-CM .ttt e e e e e e e e 59
Figura 17: Avaliacao de toxicidade mitocondrial apés incubacéao de hiPSC-CM

COM AOXOITUDICING ... 60
Figura 18: Avaliacdo de toxicidade mitocondrial apos 1 hora de tratamento com

(oS o0] 0] 01011 (01 J0 PP 60
Figura 19: Avaliacdo de toxicidade mitocondrial apos 48 horas de tratamento

(od0] 3 0 e ST 00 1 1 00 151 o 1 TP 62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios utilizados na caracterizacao por
citometria de fluxo e Imunofluorecéncia de hiPSC e hiPSC-CM...............

Tabela 2: ECso, CCso e indice de seletividade dOS COMPOSIOS ........evvvveiiiiiieerieeeeennnn.



APs
ATP
BA
BMPs
BNP
BSA
CCso
CCC
CMH
CPs
cTnl
cTnT
DIC
ET-1
FGFs
gp57/51
HCS
hESC
hFIB
hFIB
hiPSC-CM

hiPSCs
HIV
HSV-1
ECso
IFN-y
IL-1B
iPSCs
LQTS
MEFs
MIP2

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aspartico-peptidases
Adenosina trifosfato
Acido betulinico
Proteina morfogenética 6ssea
Peptideo natriurético tipo B
Bovine serum albumin (albumina sérica bovina)
Concentragdo citotdxica para 50% das células
Cardiomiopatia chagasica crénica
Cardiomiopatia hipertrofica
Cisteina peptidases
Troponina | cardiaca
Troponina cardiaca T
Cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina
Endotelina-1
Fatores de crescimento de fibroblastos
Cruzaina
High-content screening (Triagem de alto contetdo)
Células-tronco embrionarias humanas
Fibroblastos humanos
Fibroblastos humanos
Cardiomiocitos  derivados de  células-tronco
pluripotentes induzidas
Células-Tronco Pluripotentes Induzidas Humanas
Virus da Imunodeficiéncia Humana
Anti-Herpes Simplex Virus-1
Concentracgdo Inibitoria para 50% das células
Interferon Gama
Interleucina-1p3
Células-Tronco Pluripotentes Induzidas
Sindrome do QT Longo
Fibroblastos Embrionarios de Camundongos

Proteina Inflamatéria de Macréfagos 2

humanas



MOI Multiplicidade de Infeccéo

MPs Metalo Peptidases

OMS Organizacao Mundial da Saude

PAMPs Padrbes Moleculares Associados a Patégenos
PBS Phosphate Buffered Saline (Tampao Fosfato-Salino)
P13-K Fosfatidilinositol 3-Cinase

PV Vacuolo Parasitéforo

ROS Espécies Reativas de Oxigénio

SOD Superoéxido Dismutase

SPs Serina Peptidases

TcAtg4 Autofagina-4

TccatB Catepsina B

TGF Fator de Crescimento e Transformacao

TGF- B Fator de Transformacé&o do Crescimento B
TNF-a Fator de Necrose Tumoral Alfa

TrKA Tirosina Cinase

WNTs Wingless/INT



2.1
211
2.1.2
2.1.3
2.2
2.3
231

2.4
2.5
2.6
2.6.1

2.7

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.4
4.5
45.1

452

SUMARIO

INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt ete et st aaeste e 16
REVISAO DE LITERATURA ....coiiiiieeeeceeeeeee ettt 16
A DOENCA DE CHAGAS ...t 16
Ciclo biologico e modos de transmiss@o do T. CruUzZi .......ccceeeeeeeeeeeeeeenn. 16
APresSentaCan ClINICA.......uuiii e eeeeaenns 18
Tratamentos diSPONIVEIS ....ciiiiiiiieieiii e e eeaanns 19
MODELO DE ESTUDO DE INFECCAO POR T. CRUZI .......cccceevreuerennnn, 20
TRIAGEM DE DROGAS ANTI-T. CrUZi...ccuvvviiiiiieee e et e eeiiieeeee e 24
Caracterizacao bioquimica do T-cruzi e compostos com agéo
L] 0= 1 g T 1 [ = TSP 25
CELULAS-TRONCO......coiuiiitiiiiieteetei ettt re e 28
APLICACOES DAS IPSCS ...veveeeeeeceeeeeeeeeeee ettt 29
DIFERENCIAGCAO CARDIACA ..ottt 29
Aplicacédo de cardiomidcitos derivados de ipsc em modelos in vitro de
QOB GAS oo 30
MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES DE CARDIOTOXICIDADE
....................................................................................................................... 34
OBUIETIVOS ...ttt ettt e et e e e e e e e e s eeeeaaeeeaanns 39
OBJIETIVO GERAL ......cco ittt e e e 39
OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cooiviieieiieicte et 39
MATERIAL E METODOS ...ttt 40
ASPECTOS ETICOS ... .oiiiieieeceeeeeee ettt 40
CULTIVO DE IPSC ... .ttt ettt e et e e e e e e e e 40
CARACTERIZAQAO DAS IPSC ... 38
(O] oo g =0 L= 1T Do I 40
Tog I 0T Lo} { [V T Y g=T Yot =T o o] - 39
PROTOCOLOS DE DIFERENCIACAO EM CARDIOMIOCITOS.................. 43
OPERETTA HIGH-CONTENT IMAGING SYSTEM........ccoiiiiiiieeieeeeeee, 41
Padronizacdo da analise de imagens no Operetta High Content System.
.................................................................................................................. 43

Triagem de compostos aplicando ensaio de alto rendimento com o

Operetta High Content SYStemM .......ocuuviiiiii e e 45



4.6
4.7
4.8
4.9

4.10
411

5.1

5.2
5.3
5.4
5.5

QUANTIFICACAO DE PEPTIDEO NATRIURETICO TIPO B (BNP).............. 45

CULTIVO DE T. CRUZI ..coveeveeeeeeeeeeeeeeee ettt 46
MODELO DE INFECCAO E TESTES DE DROGAS ......c.covoeevereeeeeerenennns 46
PADRONIZACAO DE INFECCAO E TESTES DE DROGAS ANTI-T. cruzi EM
CARDIOMIOCITOS ..ottt eeeane e 47
AVALIACAO DE TOXICIDADE DOS COMPOSTOS.......coooiiieeerieese e 48
ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS .......oooveeiieeeeeeeeceeeeeeiee e 48
RESULTADOS .....oovieeiteeeeee ettt sttt ete sttt st s neste s anssteen e steeeene s 49
CARACTERIZACAO DE LINHAGENS DE CELULAS-TRONCO
PLURIPOTENTES INDUZIDAS- hiPSC ....oocvieiiieeeee et 49
DIFERENCIACAO CARDIACA ..ot 51
PADRONIZACAO DA INFECCAO E ENSAIO FARMACOLOGICO................. 53
TRIAGEM DE COMPOSTOS ANTI-T. cruzi EM hiPSC-CM.........cccccveeevenann 55
AVALIACAO DE TOXICIDADE SUBLETAL .....ooviiieieeeceeeee et 56
DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt et eee e 63
CONCLUSAOD . ...ttt ettt et et e eaeeaeeens 70

REFERENCIAS ... ettt 71



16

1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi e acomete cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente
na América Latina (FLORES-CHAVEZ et al., 2018; BERN, 2011). Durante a fase
cronica da infeccédo, o acometimento cardiaco ocorre em até 30% dos casos, levando
a cardiomiopatia chagasica cronica (CCC). A doenca de Chagas permanece como
uma das etiologias mais frequentes dentre os ébitos por insuficiéncia cardiaca na
América Latina (SOARES; PONTES-DE-CARVALHO, 2001). A terapia definitiva para
0s pacientes com CCC grave é o transplante cardiaco, opcédo limitada pela baixa
disponibilidade de o6rgdos e complicada pelo risco de reagudizacdo da doenca

induzida pelo uso de imunossupressores (CHIARI; 1997).

Atualmente as opc¢des terapéuticas para a doenca de Chagas sao limitadas, ja
gue apenas duas drogas sao aprovadas, o benzonidazol (BNZ) e o nifurtimox, ambas
com eficdcia comprovada apenas quando administradas durante a fase aguda da
doenca (BERN, 2011). Esta é uma importante limitacdo das opcdes terapéuticas para
a doenca de Chagas, que frequentemente néo é diagnosticada durante a fase aguda.
Além disso, o tratamento é associado a sérios efeitos adversos em um significativo
percentual dos pacientes tratados (LONGO; BERN, 2015). Diante destes fatores,
existe uma necessidade urgente do desenvolvimento de novos medicamentos mais
seguros e eficazes para o tratamento da doenca de Chagas (BERN, 2011; HALL;
2012). A incorporacéo de abordagens inovadoras no processo de triagem pré-clinica
in vitro de drogas anti-T. cruzi pode contribuir para aumentar a capacidade preditiva

destes ensaios, tanto em relacdo a eficacia, quanto a toxicidade.

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) tém, nos ultimos anos,
contribuido para a descoberta de drogas e estudos toxicologicos, com aplicacbes em
diferentes doengas, como as cardiovasculares. Células-tronco sdo células né&o-
especializadas capazes de realizar divisbes assimétricas, isto é, de dar origem a

células especializadas e ao mesmo tempo, manter um conjunto de células
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indiferenciadas (SURENDRAN; SIVAMURTHY, 2015). Através de um processo
conhecido como reprogramacao celular, é possivel transformar células somaticas em
células pluripotentes, ou iIPSCs, que se assemelham as células-tronco embrionarias
encontradas nas fases iniciais do desenvolvimento (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).
As IPSC podem se diferenciar em qualquer tipo celular adulto, incluindo
cardiomidécitos, representando assim uma excelente fonte para obtencdo destas
células e aplicacbes em pesquisa cardiovascular, modelagem de doencas, triagem de
cardiotoxicidade e descoberta de drogas (COHEN et al., 2008).

Considerando que a infec¢ao de cardiomiocitos e a persisténcia do parasito no
coracao sao fatores centrais na fisiopatologia da doenca de Chagas, a utilizacédo de
cardiomidcitos humanos produzidos a partir de iPSC pode ter aplicacdes em estudos
visando ao melhor entendimento da patogénese da doencga, bem como no processo
de desenvolvimento de novas drogas, através da avaliacao pré-clinica de toxicidade
e eficacia (DRAWNEL et al., 2014). Um fator limitante na estratégia atual de
desenvolvimento de drogas, de um modo geral, é a baixa capacidade dos atuais
ensaios toxicologicos em prever cardiotoxicidade (SINNECKER et al., 2014). A
cardiotoxicidade nao prevista durante o desenvolvimento farmacolégico é uma das
principais causas de retirada de drogas do mercado e decorre do baixo valor preditivo
da utilizacdo de testes em animais que, em nivel dos cardiomidcitos, apresentam
significativas diferencas genéticas e funcionais, quando comparados aos
cardiomiécitos humanos (GINTANT, 2016). A utilizacdo de cardiomidcitos humanos
derivados de iPSCs (iPSC-CM) oferece a possibilidade de, simultaneamente, avaliar
a acao de farmacos quanto a atividade tripanocida e quanto a cardiotoxicidade em
uma estratégia inovadora para a triagem de drogas e desenvolvimento farmacologico

para o tratamento da doenca de Chagas.

Devido a existéncia de poucas opc¢les terapéuticas para o tratamento da
doenca de Chagas e tendo em vista que os modelos atuais de estudos in vitro n&o
serem o0s ideais para prever a cardiotoxicidade, principal causa de retirada de
medicamentos do mercado, este estudo propde a utilizacdo de cardiomidcitos
humanos produzidos a partir de células-tronco pluripotentes induzidas para
estabelecimento de testes in vitro mais preditivos e avaliagéo da atividade anti-T.cruzi

utilizando analises multiparamétricas em plataforma de High Content Screening.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada e endémica em varios
paises latino-americanos. Mais recentemente, tornou-se também uma importante
preocupacdo de saude publica em regies ndo-endémicas da América do Norte e
Europa, devido a processos migratorios (WHO, 2015). Aproximadamente, sete
milhdes de casos estéo relatados em todo o mundo, e mais de 25 milhdées de pessoas
estdo em risco de infeccdo, tendo um impacto econémico e social significativo em
regides endémicas (FLORES-CHAVEZ et al., 2018).

A principal causa da morbidade e mortalidade na doenca de Chagas é
associada ao acometimento cardiaco, que afeta cerca de 30% dos individuos
infectados, durante a fase crbnica. A fisiopatologia envolve uma resposta inflamatoria
difusa que leva a destruicéo progressiva do tecido cardiaco e substituicdo por areas
de fibrose (BOCCHI et al., 2009). Na forma cardiaca, os pacientes podem apresentar
miocardiopatia dilatada, hipertrofia, fibrose cardiaca e arritmias, com aumento do risco
de eventos tromboembodlicos, acidente vascular cerebral e morte subita, sendo ainda
uma das principais causas de insuficiéncia cardiaca na América Latina (ELLERT- et
al; LEE et al., 2013).

2.1.1 Ciclo biolégico e modos de transmisséo do T. cruzi

O T. cruzi é um parasito da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae,
caracterizada pela existéncia de um flagelo Unico e do cinetoplasto, estrutura que
contém o DNA mitocondrial (kDNA). Os vetores da doenca de Chagas compreendem
mais de 150 espécies de triatomineos hematéfagos, principalmente dos géneros
Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. Em 1908, Carlos Chagas identificou barbeiros
infectados por uma nova espécie de parasito tripanosomatideo, inicialmente
denominado de Schiotrypanum cruzi e, posteriormente, de Trypanosoma cruzi. Esse
protozoario também foi observado em animais domésticos e em seres humanos
(CHAGAS, 1909). Nas ultimas décadas, devido as mudancgas oriundas da expansao

agricola e agropecuaria, bem como a expanséo e criacdo de cidades, invadindo
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territorios silvestres, os insetos se adaptaram ao ambiente domeéstico na procura de
novas fontes alimentares, tais como sangue de animais domésticos e de seres
humanos (ZINGALES, 2011).

O modo de transmissdo do T. cruzi descrito classicamente ocorre por via
vetorial. O ciclo de vida do parasito comec¢a quando o vetor triatomineo ingere
tripomastigotas através do repasto sanguineo de um hospedeiro mamifero infectado.
No intestino médio do vetor, os tripomastigotas se transformam em epimastigotas, o
estagio de replicagdo em invertebrados. Os epimastigotas migram para o intestino
posterior e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos infecciosos, que séo
excretados junto com as fezes do vetor. Os tripomastigotas metaciclicos entram
através da ferida ocasionada pela picada ou através de uma mucosa lesionada do
hospedeiro mamifero, invadindo varios tipos de células nucleadas. No citoplasma, os
tripomastigotas se diferenciam na forma amastigota intracelular, que se replica com
um tempo de duplicacdo de aproximadamente 12 horas durante um periodo de 4 a 5
dias. No final deste periodo, os amastigotas se transformam em tripomastigotas, que
sdo liberados para a circulacao através de rupturas na membrana celular. Os parasitas
circulantes podem entéo invadir novas células e iniciar novos ciclos replicativos, além
de estarem disponiveis para infectar vetores que se alimentam do sangue do
hospedeiro (BERN, 2011; LONGO; BERN, 2015) (Figura 1).

Além da via vetorial, a transmissdo da doenca de Chagas em humanos pode
ocorrer pelas vias oral e congénita, por transfusdo de sangue e, de forma menos
frequente, por acidentes de laboratorio e transplante de 6rgaos. Atualmente, a via oral
€ a principal forma de transmisséo do T. cruzi no Brasil (COURA; JUNQUEIRA, 2015).
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Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi, o agente causal da doenca de Chagas. Fonte: (BERN, 2011,
Adaptado)

2.1.2 Apresentacéo clinica

A infecgéo por T. cruzi apresenta duas fases, com apresentacdes clinicas bem
distintas: aguda e cronica. O periodo de incubagdo ap0s exposicdo ao T. cruzi
transmitido por vetor é de cerca de uma a duas semanas. A fase aguda da infecgcéo é
caracterizada por replicacdo ativa do parasita e parasitemia detectavel no esfregaco.
A grande maioria das infec¢des agudas, no entanto, ndo sao detectadas, devido a
inespecificidade dos sinais e sintomas, que incluem febre, mal-estar,
hepatoesplenomegalia e linfocitose atipica. Em casos raros, observa-se sinais clinicos

by

associados a porta de entrada e inoculagdo do parasito, como nodulos na pele
(chagoma de inoculacao) e edema palpebral prolongado indolor (sinal de Romanfa). A

fase aguda pode resultar em complicacdes graves e potencialmente fatais, como a
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meningoencefalite ou miocardite, em até 1% dos casos (BOCCHI et al., 2009;
CHAGAS, 1909; LONGO; BERN, 2015).

De quatro a oito semanas ap0s o inicio da fase aguda, a replicacédo do parasito
€ controlada pela resposta imune do hospedeiro e a parasitemia diminui para niveis
que ndo sdo detectaveis a microscopia, 0 que se associa a remissdo dos sintomas.
Contudo, a forma intracelular amastigota permanece nos tecidos infectados,
especialmente no musculo cardiaco e esquelético. Apds as oito primeiras semanas
da infeccao, estabelece-se a fase cronica da infec¢ao e os individuos se apresentam
em geral assintométicos por um periodo de 10 a 15 anos ou mais, na chamada forma
indeterminada da doenca de Chagas. Estima-se que, em cerca de 20 a 30% dos
individuos infectados ocorre a progressao, ao longo de anos, para a forma cardiaca,
digestiva ou mista (BERN, 2011). A forma cardiaca € caracterizada por miocardite
crbnica associada a disfuncdo cardiaca e/ou arritmias e disturbios de condugéo. A
forma digestiva é caracterizada pela presenca de megaeséfago e megacélon. A forma
mista é caracterizada pela presenca de acometimento simultdneo do coracdo e
aparelho digestorio (COURA; JUNQUEIRA, 2015). Surtos de infeccdo por T. cruzi
provocados por transmissao por via oral, através do consumo de alimentos ou bebidas
contaminadas com fezes do vetor, foram associados a uma maior incidéncia de
miocardite e maior taxa de mortalidade em comparacdo com casos de transmissao
vetorial (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

2.1.3 Tratamentos disponiveis

O arsenal terapéutico atualmente disponivel para a doenca de Chagas é
limitado e nenhuma nova droga foi introduzida no mercado nos ultimos 40 anos
(URBINA, 2015). As opc¢des terapéuticas disponiveis sdo o benzonidazol, um derivado
2-nitroimidazdlico, e nifurtimox, um derivado 5-nitrofurano, ambos fazendo parte da
familia dos compostos nitro-heterociclicos. Ambos os medicamentos sao pro-
farmacos e requerem ativacdo a partir da enzima nitroredutase | do tripanosoma, e
sao eficazes apenas na fase aguda da doenca (BERN, 2011; HALL; WILKINSON,

2012). No Brasil, esta autorizada a comercializagdo do benzonidazol apenas.

O uso do nifurtimox ou benzonidazol estd associado a diversos efeitos

colaterais, incluindo erupc¢des cutadneas, nauseas e insuficiéncia renal e hepética, que
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podem se manifestar em aproximadamente 40% dos pacientes (CLAYTON, 2010). O
benzonidazol tem sido considerado a droga de primeira escolha para o tratamento da
doenca de Chagas, ja que o nifurtimox tem se mostrado mais toxico, apresentando
efeitos adversos neuroldgicos graves, como polineurite, convulsdes e alteracdes
psiquiatricas (BERMUDEZ et al., 2016). Esses efeitos adversos muitas vezes levam a
uma fraca adeséo ao tratamento e sao responsaveis por deixar milhdes de pessoas
sem tratamento adequado. Portanto, existe uma necessidade urgente de
medicamentos novos, seguros e eficazes para o tratamento da doenca de Chagas
(BAHIA, 2014; PAULLI, 2017).

2.2 MODELO DE ESTUDO DE INFECCAO POR T. CRUZI

Para o desenvolvimento de novas drogas e estudos de patogénese da infeccéo,
modelos in vitro e in vivo vém sendo amplamente utilizados. Os tripomastigotas sao
capazes de parasitar diferentes tipos celulares, como fibras musculares cardiacas,
esqueléticas e lisas, fibroblastos, macrofagos e células gliais (ANDRADE et al., 2010).
A aplicacéo de cultura de células in vitro atinge varios campos de interesse, tais como
na investigacdo dos mecanismos de reconhecimento e invasao celular utilizados pelo
parasita, mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade a agentes quimioterapicos
(MELLO, 1980). Dentre os modelos animais, a espécie mais utilizada & a de
camundongos (Mus musculus), nos quais é feita a inoculacédo do parasito e, depois
de algumas semanas, podem ser encontradas formas tripomastigotas na circulacéo

periférica, com acometimento cardiaco progressivo (ROMANHA et al., 2010).

A interacdo T. cruzi-célula hospedeira tem sido estudada em trés sistemas
principais: a) macréfagos e demais células fagociticas, hematoldgicas; b) diferentes
linhagens celulares imortalizadas; c) células musculares de cultivo priméario
(esqueléticas e cardiacas) ou diferenciadas a partir de linhagens de mioblastos.
Modelos de infeccdo cardiaca in vitro tem sido empregada a partir de cardiomiocitos
isolados de coracdo de camundongos, cultivados e infectados com o T. cruzi.
(ANDRADE et al., 2010; HANNA; HUBEL, 2009).

A interacdo entre o parasita e células hospedeiras € essencial para o T. cruzi

se adaptar aos diferentes microambientes do seu ciclo de vida. No hospedeiro
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mamifero, a infeccdo é conduzida por eventos de adesao e internalizagcao envolvendo
uma grande variedade de ligantes e receptores na superficie, tanto do parasita como
da célula hospedeira. Varias moléculas de superficie no cardiomiécito estédo
envolvidas na adeséao e internalizacdo do parasita. Os residuos de carboidratos de
glicoconjugados de membrana em cardiomidcitos, incluindo residuos de galactose,
manose e acido sialico, participam da aderéncia do T. cruzi (BARBOSA, 1993;
CALVET et al.,, 2012), enquanto que os receptores de manose na superficie dos
cardiomiécitos modulam a entrada do parasita e sdo regulados negativamente pela
infeccdo por T. cruzi (CALVET et al., 2012; SOEIRO, 1999). A fibronectina, uma
glicoproteina de alto peso molecular presente na superficie da célula hospedeira, é
reconhecida pelos receptores de fibronectina do parasita, que interagem com a
sequéncia RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) da fibronectina e medeiam a entrada de parasitas
(CALVET et al.,, 2004). O colesterol também €& capaz de modular a invasdo de
cardiomidcitos por T. cruzi (DUARTE et al., 2012), ja que a remocéao do colesterol da
membrana celular cardiaca induziu uma reducéo de 85-90% da invasao parasitaria ao
inibir a associacdo dos parasitas com os lisossomos. Além disso, o0 receptor de
lipoproteinas de baixa densidade, que é regulado no miocardio de camundongos
infectados, também coordena a entrada de parasitas e a fusao do vacuolo parasitéforo
(PV) com os lisossomas (NAGAJYOTHI et al., 2011).

Ao menos cinco modelos de invasédo de células de mamifero por T. cruzi ja
foram descritos: (i) um mecanismo dependente de actina, levando ao rearranjo de
microfilamentos, induzindo a membrana celular hospedeira a fagocitar o parasita
(CALVET etal., 2012; FERREIRA et al., 2006; MANQUE et al., 2011); (ii) mecanismos
dependentes do lisossomo, envolvendo um aumento dos niveis citosélicos transitérios
de Ca?, induzidos pelo parasita, gerando despolimerizacdo da actina cortical e
recrutamento de lisossomos para o local de ligagéo ao parasita (DUARTE et al., 2012);
(i) as vias de sinalizacdo ativadas, incluindo receptores de tirosina cinase (TrKA e
TrKC) (WEINKAUF et al., 2011) e fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K) (CALVET et al.,
2012) receptores de bradicinina (TODOROQV et al., 2002) e fator de transformacao do
crescimento B (TGF- B); (iv) reparo da membrana plasmatica com o uso de
esfingomielinas (FERNANDES; ANDREWS, 2012) e (v) via de autofagia da célula
hospedeira (CALVET et al., 2012).
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Durante a interacdo do T. cruzi-cardiomiécitos, € observada uma protrusdo de
membrana plasmatica de cardiomidcitos, orquestrada pelo rearranjo de citoesqueleto.
Uma projecao densa de filamentos actina, do citoesqueleto de membrana, projeta-se
do sarcolema e fagocita o parasita. Este evento foi drasticamente inibido (75%)
quando as células cardiacas foram tratadas com citocalasina D, um agente que
despolimeriza os filamentos de actina, antes da infeccdo pelo T. cruzi (MANQUE et
al., 2011). Uma vez dentro do cardiomidcito, o parasita esta envolto em um vacuolo
parasitario. A acidificacdo do vacuolo por fusdo lipossémica leva a ativacdo de
proteina formadora de poros transmembranicos (Tc-Tox) e a ruptura da membrana do
vacuolo parasitario, sendo este um pré-requisito para o tripomastigota sair do
fagossoma, também permitindo que o parasita seja mantido intracelularmente e
complete seu ciclo de vida (CALVET et al., 2012).

A infeccdo por T. cruzi em cardiomidcitos esta associada ao aumento da
producado de quimiocinas, incluindo RANTES e proteina inflamato6ria de macréfagos 2
(MIP2), e de citocinas, tais como interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a)), que desencadeiam uma potente atividade tripanocida dependente da
producdo de 6xido nitrico (MACHADO et al., 2000). Como parte desta resposta, 0s
cardiomidcitos infectados produzem interleucina-1B (IL-1B), que foi relatada como
associada ao efeito hipertréfico observado nessas células (PETERSEN; BURLEIGH,
2003).

2.3 TRIAGEM DE DROGAS ANTI-T. cruzi

Diferentes estratégias tém sido amplamente utilizadas para a descoberta de
novos tratamentos para Chagas, incluindo: i) reposicionamento de medicamentos
atuais; ii) introducdo de terapia combinada; e iii) identificacdo de novos alvos para
guimioterapia (BAHIA, 2014). Atualmente, um candidato de droga desejado para
doenca de Chagas deve incluir: (i) alta atividade contra as formas parasitas presentes
nos hospedeiros de mamiferos e contra diferentes T. cruzi, (ii) eficacia contra
infeccbes agudas e cronicas, (iii) administracdo oral em baixas doses, (iv) baixa
toxicidade e adequado perfil de seguranca (incluindo comprovacéo de seguranga em

criancas e mulheres em idade reprodutiva), (v) baixo custo e alta estabilidade para
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uma longa vida Gtil em temperaturas tropicais, e (vi) altos niveis de acumulacédo em
tecido e longo prazo de meia-vida (SOEIRO; CASTRO, 2011). Além disso, € desejado
o desenvolvimento de uma formulacdo capaz de levar a um aumento seletivo do
farmaco nos locais parasitados, permitindo que o medicamento passe por barreiras
biolégicas (BAHIA, 2014; RODRIGUES-POVEDA et al., 2012). Uma das abordagens
que tém sido utilizadas consiste na realizacdo de andlises bioquimicas e fisiologicas
comparativas entre o parasito e o hospedeiro, buscando identificar alvos especificos
em vias metabdlicas chave para o parasito, mostrando ser uma interessante
abordagem na busca de novas opcbes terapéuticas para doencas parasitarias
(SOEIRO; CASTRO, 2011; SCHMIDT; KRAUTH-SIEGEL, 2002).

O consenso sobre a metodologia de triagem de drogas anti-T. cruzi esta
sumarizado na Figura 2 (ROMANHA et al., 2010). As avaliacfes in vitro sdo realizadas
em duas etapas, sendo que, na primeira etapa, os compostos devem ser testados a
uma mesma concentracdo, 0 que permite avaliacdo concomitante dos efeitos em
amastigotas e tripomastigotas. As triagens sdo entdo realizadas em células de
linhagens imortalizadas, tais como Vero, Hela, L929 e L6, utlizando nos
experimentos a proporcao parasita/célula hospedeira que leve a infeccao de 50% das
células. Aqueles compostos que apresentam efeitos tripanocidas similares ou maiores
gue os do benzonidazol, droga de referéncia, sédo testados na segunda fase. Nesta
fase, € realizada avaliacao de dose-resposta e determinacao da ECso, a concentracédo
do composto que elimina 50% dos parasitos. Também nesta etapa deve ser avaliada

a toxicidade as células de mamiferos
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In vitro |: Efeito sobre tripomastigotas e amastigostas intracelulares
-Concentragdo: 1ug/ml (composto e benzonidazol (Bz)]

-linhagem celular infectada com cultura de tripomastigosta

[ Redugéo do parasito =Bz ] [Reducéo do parasito < Bz ] E>[ Nao prosseguir]

In vitro II: indice de seletividade (SI)
IC50 de cultura de parasito
IC50 de linhagem de células de mamifero

$ 4
(5<10) & ((Nao prossegu]
{

Dose maxima tolerada (MTD): toxicidade aguda
Dose maxima tolerada em camundongos Swiss

—

In vivo I: Reduciao de parasitemia na fase aguda

(camundongo Swiss fémeal cepa Y; n=6)

-Dose resposta = MTD ( trés doses)

-Droga de referéncia: Bz 100mg/kg/dia

-Tratamento: Inicio da parasitemia (5 dpi), por cinco dias consecutivos.
-Avaliagdo: parasitemia(5, 8, e 10 dpi), mortalidade ( 30 dias pos
tratamento)

3 3
( Atividade <Bz | ® [ Nzo prosseguir
3

In vivo lI: Cura na fase aguda
-Dose: definida em in vivo |
-Droga de referéncia: Bz 100mg/kg/dia
20

-Tratamento: Inicio da parasitemia[cinco dias pos infecgao(dpi)] por
dias consecutivos.
-Avaliagdo: parasitemia, mortalidadee PCR

¢ {
[ Atividade < Bz ] = [ Nio prosseguir]
4

In vivo lil: Cura na fase aguda
(camundongo Swiss fémea/ cepa colombiana; n=10)

-Dose: definidaem in vivo |

-Droga de referéncia: Bz 100mg/kg/dia

-Tratamento: Inicio da parasitemia (7/8dpi) por 20 dias consecutivos.
- Avaliagao: parasitemia, mortalidadee PCR

$ 4
[ Atividade < Bz ]';') [ Néo prosseguir]

Figura 2: Grafico de fluxo projetado como um protocolo geral e padronizado para testes de drogas
aplicado a quimioterapia para a doenca de Chagas. Fonte: (ROMANHA et al., 2010, Adaptado).
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2.3.1 Caracterizagdo bioquimica do T-cruzi e compostos com acgéo
tripanocida

Através do sequenciamento do genoma do T. cruzi, foi observada a presenca
de genes que expressam proteinas e estas, por sua vez, sdo potenciais alvos
moleculares de farmacos (EL-SAYED et al.,, 2005). Dentre elas, as cisteino-
peptidases (CPs), serino-peptidases (SPs), metalo-peptidases (MPs), aspartico-
peptidases (APs) e o proteassoma. O genoma do T. cruzi possui uma familia de vinte
genes que expressam cisteina proteases. Dessas, trés cisteina proteases do T. cruzi
foram caracterizadas bioquimicamente: cruzaina (gp57/51), catepsina B (TccatB) e
autofagina-4 (TcAtg4) (ALVAREZ; NIEMIROWICZ; CAZZULO, 2012). Destas, a
melhor caracterizada € a cruzaina, que € expressa nos quatro principais estagios do
parasita e estd presente nas organelas ligadas ao lisossomo (SOARES; SOUTO-
PADRN; SOUZA, 1992). Além disso, ha pequenas isoformas associadas a membrana
plasmatica, especificamente nos amastigotas. Algumas isoformas séao secretado para
0 meio pelos tripomastigotas, e isso é altamente relevante para o papel da cruzaina
como fator de viruléncia em Doenca de Chagas, pois conferem ao parasita uma
incrivel habilidade de invadir células do hospedeiro (ALVAREZ; NIEMIROWICZ;
CAZZULO, 2012). A cruzaina é expressa principalmente em tripomastigotas e

amastigotas, tornando-se, assim, um alvo promissor para agentes tripanocidas.

As tiossemicarbazonas (Figura 3) sao inibidores potentes da cruzaina e tém
sido largamente estudadas como agentes tripanocidas. Devido a baixa drogabilidade
das tiossemicarbazonas, foram feitas tentativas para identificar compostos, analogos
estruturais, com efeitos antiparasitarios melhorados (BEZERRA et al., 2015). Estudos
demonstram que ha ligacdo entra as tiossemicarbazonas e as tiazolidinonas (Figura
4), o que levou a identificacdo de tiazolidinonas como agentes antiparasitarios
(ZALDINI et al., 2010).
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Figura 3: Estrutura quimica basica das tiossemicarbazonas (BEZERRA et al., 2015)

N N s
N \( "
N
cl
0

Cl

Figura 4: Estrutura quimica das tiazolidinonas (BEZERRA et al., 2015).

Foram selecionados dois derivados ciclicos das tiazolidinonas 2-[1-(3,4-
diclorofenil) etilideno-hidrazona]-3-fenil-5-metiltiazolidin-4-ona (GT5A), e 2-[1-(3,4-
diclorofenil) etilideno- hidrazona] -3-fenil-5-etiltiazolidin-4-ona (GT5B), diferenciados
pelo grupo metil e etilo respectivamente, que demostraram alta acao tripanocida e alto
indice de seletividade (BEZERRA et al., 2015).

Outro composto que tem sido reportado pela literatura é o 4cido betulinico. Este
faz parte da classe dos terpenoides de ocorréncia natural e representam uma classe
importante de compostos bioativos que exibem varias propriedades medicinais (YIN,
2015). O &cido betulinico é um triterpeno pentaciclico do tipo lupano abundante no
reino vegetal, que pode ser isolado de varias espécies de plantas ou obtida através
da betulina, seu precursor metabdlico (YOGEESWARI; SRIRAM, 2005). O acido
betulinico e seus derivados exibem uma ampla variedade de atividades biolégicas e
farmacoldgicas, incluindo atividade anti-HIV, antibacteriana, antimalarica, anti-

inflamatoria, anti-helmintica, antinociceptiva, anti-herpes simplex virus-1 (HSV-1),
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atividade imunomoduladora, antiangiogénica e atividade anticancerigena (LEE et al.,
2015; SOUSA et al., 2017).

Em relacdo a atividade anti-Trypanosoma, trabalhos demostram que o acido
betulinico e derivados de éster inibem a proliferacdo de epimastigotas e reduzem a
viabilidade de tripomastigotas (DOM; PEN; GIM, 2010)(MEIRA et al., 2016). Deste
modo, o acido betulinico tem sido considerado um protétipo para o planejamento e
sintese de agentes antiprotozoarios (DOM; PEN; GIM, 2010; GROS et al., 2006).

Modificacdes quimicas do grupo carboxila sugeriram que essa parte da molécula
pode produzir derivados com atividade antiprotozoaria aumentada quando comparada
ao acido betulinico (ADEMAR et al., 2011; GROS et al., 2006; SOUSA et al., 2014,
SPIVAK et al., 2014). Nosso grupo investigou a contribuicdo da insercéo de aminas
no C-28 do acido betulinico para um aumento da atividade anti-T. cruzi. A insercdo de
um grupamento amina potencializou o efeito tripanocida de uma série de derivados
sobre a viabilidade de formas tripomastigotas. Em especial, 0 composto BA5 que se
mostrou menos citotdxico em culturas de macréfagos e mais efetivo na lise de formas

tripomastigotas de T. cruzi do que o acido betulinico (Figura 5) (MEIRA et al., 2016).
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Figura 5: Esquema comparando a citotoxicidade e atividade anti-T. cruzi do acido betulinico e
seu derivado BAS5. Imagem reproduzida de MEIRA, 2017 com permisséo do autor.
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2.4 CELULAS-TRONCO

Células-tronco séo células ndo-especializadas que possuem o potencial para
dar origem a diferentes tipos celulares. Quando as células-tronco se dividem, elas
mantém um pool de células indiferenciadas, através de sua capacidade de
autorrenovacgao e, a0 mesmo tempo, geram células especializadas, contribuindo para
regeneracao de tecidos especificos, processo conhecido como divisdo assimétrica
(SURENDRAN; SIVAMURTHY, 2015). As células-tronco embrionarias sdo derivadas
da massa celular interna de blastocistos, possuindo a capacidade para crescer
indefinidamente, mantendo a pluripoténcia e a capacidade de se diferenciar em
células das trés camadas germinativas (MARTIN, 1981; TAKAHASHI; YAMANAKA,
2006) Estas células estdo sujeitas a questbes éticas associada a utilizacdo de
embrides humanos como fonte, e a possibilidade de rejeicdo imunolégica, por se tratar
de uma fonte alogénica de células para transplante (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

A necessidade de superar estas barreiras levou ao surgimento de uma nova
tecnologia, chamada de reprogramacao celular. Através dessa tecnologia, é possivel
a geracao de células pluripotentes a partir de células somaticas diferenciadas.
Células-tronco pluripotentes humanas (hPSCs), incluindo células-tronco embrionarias
(hESCs) e células-tronco pluripotentes induzidas (hiPSCs), podem proliferar
indefinidamente em um estado indiferenciado, além de serem capazes de diferenciar
em varios tipos de células dos diferentes tecidos humanos (MINAMI et al., 2012). As
IPSCs se assemelham as células embrionarias encontradas nas fases iniciais do
desenvolvimento dos embries de mamiferos, e sdo indistinguiveis das hESCs quanto
a morfologia, manutencdo da pluripoténcia, proliferacdo e expressao génica. Com
estes resultados, provou-se que as hiPSCs podem ser geradas a partir de células
somaticas por combinacdo de um pequeno namero de fatores. Esta descoberta foi
feita pela equipe liderada por Shinya Yamanaka, que demonstrou que as iPSCs
podem ser geradas a partir de fibroblastos através da expressao for¢ada, mediada por
transducéo retroviral com quatro fatores de transcricdo, denominados: OCT3/4, Sox2,
c-Myc, e KLF4 (TAKAHASHI et al., 2007; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).
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2.5 APLICACOES DASiPSCs

As aplicacdes potenciais das iPSCs tém impacto na medicina regenerativa,
industria farmacéutica e biotecnologia. As iPSCs humanas podem ser utilizadas para
o desenvolvimento de novos tratamentos, seja através da modelagem de doencas,
permitindo o estudo do inicio e progressao da doenca in vitro, permitindo testes de
drogas, ou ainda para aplicacbes em terapia celular, para o tratamento de muitas
doencas degenerativas, tais como o diabetes, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson e doencas cardiovasculares. As hiPSCs sédo cada vez mais utilizadas no
estudo de doencas cardiacas, inclusive nha modelagem in vitro de doencas, triagem
de cardiotoxicidade, descoberta de drogas e estudo do desenvolvimento cardiaco
humano. Além disso, um dos objetivos almejados no campo de diferenciacéo cardiaca

é fornecer células para uso em terapia celular (BURRIDGE et al., 2014).

A insuficiéncia cardiaca e doencas cardiovasculares sdo doencas
devastadoras e permanecem como parte das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo (KADARI et al., 2015). Frequentemente, apds o infarto
do miocardio, ocorre uma perda maci¢a de cardiomidcitos que, por mecanismos
enddgenos ndo sao regenerados ou substituidos de modo eficaz (BURRIDGE et al.,
2012). Assim, para criar terapias regenerativas mais eficazes, deve-se encontrar um
tipo celular que pode ser extensivamente expandido in vitro e robustamente
diferenciado em células cardiovasculares (ZHANG et al., 2016). A diferenciacéo direta
e especifica de hPSCs € o primeiro passo critico para a construcdo de modelos de
desenvolvimento ou doenca, ferramentas de triagem de drogas ou terapias celulares
de hPSCs. Como os cardiomiécitos pds-natais tém pouca ou nenhuma capacidade
regenerativa, as hiPSCs podem ser uma fonte para suprimento ilimitado de
cardiomidcitos de uma unica fonte clonal (LIAN et al., 2013).

2.6 DIFERENCIACAO CARDIACA

Trés familias de fatores de crescimento sdo usadas para controlar estas fases
iniciais de formacao de mesoderme e cardiogénese: proteinas de morfogénese 0ssea

(BMPs), que sdo membros da superfamilia do fator de crescimento e transformacgéo
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(TGF); as proteinas wingless/INT (WNTS), e os fatores de crescimento de fibroblastos
(FGFs) (OLSON; SCHNEIDER, 2003). Das vias de sinalizagdo envolvidas no
processo, a modulacdo da via Wnt tem tido destaque pela alta influéncia na
especializacdo cardiaca. A acdo da Wnt € complexa, porém pode inibir ou promover
a diferenciacdo pela via de sinalizagdo candnica, agindo através de via [3-
catenina/GSK3 para reprimir a cardiogénese ou a via nao-candnica, que atua através
da proteina JNK para promover cardiogénese (COHEN et al. 2008; NAITO et al., 2006;
OLSON; SCHNEIDER, 2003).

A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina regula uma variedade de processos
celulares durante o desenvolvimento de invertebrados e vertebrados, incluindo a
proliferacédo e a diferenciagéo celular (KARNER et al. 2006). Ligacbes de (3-catenina
ao citoesqueleto, na adesdo célula-célula, atuam como moléculas de sinalizacdo
intracelular da via de ligagbes Wnt. A ativagcdo desta via resulta em inativagdo de um
complexo multiprotéico, o qual € composto de GSK-3, axina, e APC. Esta inativacdo
conduz a uma diminuicdo da fosforilacdo da B-catenina, que, posteriormente, evita a
sua degradacdo pelo sistema ubiquitina-proteassoma (WILLERT; JONES, 2006).
Como consequéncia, a B-catenina se acumula no citoplasma e é translocada para o
nacleo, que conduz a ativacéo da transcricdo de um grande numero de genes-alvo
gue controlam diversos processos celulares e teciduais. Na auséncia da ativacdo da
via Wnt, a B-catenina é fosforilada e degradada através do sistema ubiquitina-
proteassoma (LLUIS et al., 2008).

2.6.1 Aplicacdo de Cardiomiocitos Derivados de IPSC em Modelos In

Vitro de Doencas

Nos ultimos anos, o potencial completo da tecnologia iPSC para criar modelos
de doencgas de pacientes com defeitos genéticos comecou a ser explorado (NARSINH
et al., 2011; SAHA; JAENISCH, 2009). As células obtidas de pacientes com doencas
genéticas possuem os mesmos determinantes genéticos da doenca do paciente e
podem ser utilizadas para recapitular in vitro diferentes aspectos da doenca. O nimero
de doencas modeladas com éxito através de IPSCs também estd aumentando

constantemente, refletindo a sua crescente utilidade e versatilidade como plataformas



33

para estudar desenvolvimento e modelos de doencas in vitro, bem como investigar
fisiopatologia e testar agentes terapéuticos (EBERT et al., 2009; HARTMAN et al,
2016)(ITZHAKI et al., 2011) (Figure 6).

A utilizacdo de células humanas em modelos experimentais possui vantagens
em relagdo ao uso de modelos em animais. Modelos em animais nem sempre
demonstram os mesmos fenotipos que os observados em seres humanos. Por
exemplo, os camundongos apresentam uma frequéncia cardiaca muito maior que os
seres humanos (em torno de 600 batimentos por minuto), além de potenciais de acao
muito mais curtos, em decorréncia de diferencas espécie-especificas nos tipos e / ou
distribuicdo dos canais de ions cardiacos. A andlise in vitro de cardiomidcitos
humanos é, portanto, importante para entender o mecanismo das arritmias genéticas
humanas, e os iPSCs podem preencher essa lacuna de conhecimento em relacdo a
alteracfes genéticas no contexto celular "nativo" (A. EBERT, P. LIANG, 2012). Outra
realidade da aplicacdo dos cardiomiocitos derivados de iIPSCs é o desenvolvimento
de farmacos, bem como no teste de toxicidade de drogas. Estes cardiomiocitos
tornam-se um sistema de modelo in vitro particularmente atraente devido ao seu uso
para avaliacdo da funcdo cardiaca, uma caracteristica desafiadora de ser modelada
mesmo em animais, outra vantagem importante de tal ensaios fenotipicos € que é
possivel avaliar o efeito de drogas que nao interaja com moléculas alvo conhecidas
(GRIMM et al., 2015; MA et al., 2011).
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Figura 6: Possiveis aplicacdes de cardiomiécitos derivados de iPSCs. O esquema demonstra
aplicacbes de iIPSC-CM em medicina regenerativa, estudos de biologia do desenvolvimento,
modelagem de doencas e estudos farmacoldgicos (adaptado de YANG; PABON; MURRY, 2014).
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Existem pelo menos trés areas em que os cardiomiocitos derivados de iPSC
podem trazer contribuicBes importantes para o campo de farmacologia e toxicologia.
Uma area € a identificacdo de novos alvos de drogas. As iPSCs de pacientes com
doencas de causas genéticas podem ser usadas como fonte de cardiomidcitos
especificos do paciente. Estudos in vitro com estes cardiomidcitos podem levar a
identificacdo de moléculas envolvidas na fisiopatologia das doencas que representam
possiveis novos alvos de drogas. Uma segunda area na qual estes cardiomiocitos
podem avancar no contexto farmacolégico € o uso dessas células em ensaios
fenotipicos para triar bibliotecas de compostos para efeitos cardiovasculares
benéficos. A terceira area é a farmacologia de seguranca, crucial para a triagem de
drogas candidatas para cardiotoxicidade (SINNECKER et al., 2014). Os ensaios
fenotipicos baseados em cardiomiocitos derivados de iPSC sdo uma grande
promessa de complementar ou substituir os ensaios atualmente usados, baseados
em cardiomiécitos primarios de animais de laboratério ou em linhagens celulares

superexpressando ou inibindo canais ionicos.

A cardiotoxicidade induzida por drogas pode se manifestar como morte celular
de cardiomidcitos ou através de alteragfes subletais. As anormalidades relacionadas

a morte, como a alteracdo e fragmentacéo da forma nuclear, a degradacao do DNA,
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a ativacdo da caspase, a permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial e o
desprendimento celular sdo formas de avalicdo de morte e efeito citotoxico em
cardiomiécitos (MIOULANE et al., 2012). Este tipo de abordagem tem a possibilidade
de obter perfis de cardiotoxicidade especificos de candidatos de drogas in vitro, que
podem ser comparados com aqueles de substancias com potencial cardiotdxico
comprovado, como a doxorrubicina (BLAU et al., 2016; SINNECKER et al., 2014).

Em um estudo de ensaio de cardiotoxicidade, avaliou-se a toxicidade da
doxorrubicina em cardiomiécitos derivados de hiPSCs. A doxorrubicina é um agente
de quimioterapia com antraciclina, eficaz no tratamento de doengas malignas com um
efeito colateral cardiotoxico dose-resposta bem estabelecido que pode levar a
insuficiéncia cardiaca. Atualmente, ndo é possivel prever quais pacientes serao
afetados pela cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DIC) (LIPSHULTZ et al.,
2015). Um estudo demonstrou que os cardiomidcitos derivados de hiPSC paciente
especificos podem recapitular as individuais predisposicfes de pacientes ao DIC. Os
dados obtidos indicam que o uso de hiPSC-CMs representa uma plataforma adequada
para identificar e verificar a base genética e os mecanismos moleculares da DIC
(BURRIDGE et al., 2016).

Uma aplicacdo dos cardiomiocitos derivados de iPSCs € a utilizacdo para
modelagem de doencas in vitro de arritmias cardiacas. Um exemplo proeminente de
arritmia cardiaca é a sindrome do QT longo (LQTS) (ITZHAKI et al., 2011) (HORIE,
2012), que é uma sindrome arritmogénica, comumente herdada de parentes de
primeiros grau, caracterizada por funcdo de canal i6nico anormal e morte subita
cardiaca (GOLDENBERG; MOSS; YORK, 2008). No estudo realizado por Itzhaki e
colaboradores, foram produzidos cardiomidcitos derivados de iIPSC humanas
especificas de paciente com a sindrome LQTS, com a finalidade de recapitular o
fenétipo da doenca in vitro, fornecendo informac¢des importantes e oferecendo uma
plataforma para avaliar agravantes e terapias paciente-especificas. Os cardiomiécitos
gerados das IPSCs de pacientes com a LQTS mimetizaram o genotipo e fendtipo
funcional anormal da doenca. Em seguida, estas células foram utilizadas para avaliar
a poténcia de agentes farmacoldgicos, existentes e novos, que funcionam como
bloqueadores dos canais ionicos, permitindo a identificacdo de potenciais novos

agentes terapéuticos. Essa tecnologia, portanto, mostrou-se promissora para estudar
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mecanismos de doencas, otimizar o atendimento ao paciente (medicina

personalizada) e auxiliar no desenvolvimento de novas terapias (ITZHAKI et al., 2011).

Outro modelo de estudo que utiliza cardiomiocitos derivados de iIPSCs é a
cardiomiopatia hipertrofica (CMH). Trata-se de uma doencga genética autossémica
dominante em que uma parte do miocardio é fortemente hipertrofiada. E causada por
mais de 1400 mutacdes em pelo menos 11 genes que codificam miofilamentos
contrateis espessos e finos do sarcémero ou do disco Z adjacente(MARON; MARON,
2012). Os pacientes com CMH exibem um espessamento anormal do ventriculo
esquerdo na auséncia de aumento da carga hemodinamica. A maioria das pessoas
com CMH hereditario esta livre de sintomas ou tem apenas sintomas leves, mas o
risco de complicacbes clinicas como insuficiéncia cardiaca progressiva, arritmia e
morte cardiaca subita é fortemente aumentado (LAN et al., 2014). Os esforcos para
elucidar os mecanismos de desenvolvimento do CMH levaram a geracao de hiPSC-
CMs especificos do paciente que recapitularam in vitro uma série de caracteristicas
da doenca, incluindo a hipertrofia celular e a arritmia contratil. No estudo, as hiPSCs
foram gerados a partir de uma coorte familiar que carregava uma mutacao hereditaria
CMH (Arg663His) no gene MYH7 e posterior diferenciacdo em cardiomidcitos. Os
cardiomidcitos gerados exibiram o genétipo e fendétipo funcional anormal da doenca.
Utilizando este modelo, os autores mostraram que 0s transitorios niveis irregulares de
Ca?* e a elevacéao do célcio intracelular diastélico [Ca?*]i precedem a apresentacdo de
outras anormalidades fenotipicas, implicando fortemente a desregulacdo do ciclismo
Ca?* na patogénese da doenca. O rastreamento de farmacos em hiPSC-CMs doenca-
especifica apoiou ainda mais a descoberta da elevacédo do calcio intracelular diastélico
[Ca?*]i como o mecanismo central para o desenvolvimento da arritmia, levando ao
tratamento da doenca apenas com farmacos bloqueadores de Ca?* e Na* (LAN et al.,
2014).

No estudo de Drawnel e colaboradores, foram feitos modelos in vitro para
estudar a cardiomiopatia diabética. Diabetes provoca remodelamento patoldgica do
musculo cardiaco, o que prejudica a funcdo cardiaca. Esta enfermidade se da por
complicagéo do diabetes tipo 2, que pode ser adquirido por estilo de vida e fatores
genéticos. A cardiopatia diabética € uma condicdo multifatorial complexa que se

distingue por um conjunto Unico de mudangas metabdlicas, estruturais e moleculares
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no cardiomiécito diabético (MANDAVIA et al., 2012). Foi desenvolvido um modelo in
vitro de cardiomiécitos derivados de iPSC humanas, que mimetizou a cardiopatia
diabética usando de fatores risco que induzem a diabete e fatores genéticos. Primeiro,
mimetizaram a quimica clinica diabética para induzir um fenotipico da cardiomiopatia
diabética, que causaram alteracdes estruturais e funcionais nos cardiomiocitos. Em
seguida, observaram os efeitos genéticos através da obtencdo de cardiomidcitos de
dois pacientes diabéticos. O fenotipo € reproduzido nas células especificas dos
pacientes, com gravidade dependente de seu estado clinico original. Esses modelos
foram incorporados em niveis sucessivos de uma plataforma de triagem, identificando
medicamentos que preservam o fenotipo de cardiomidcitos in vitro durante o estresse
diabético. Neste trabalho, foi apresentado um modelo de cardiomiécitos derivados de
iPSC de uma condicdo metabdlica complexa, mostrando o poder dessa técnica para
a descoberta e teste de estratégias terapéuticas para uma doencga com significAncia
clinica (DRAWNEL et al., 2014).

Mais recentemente, doencas infecciosas também passaram a ser estudadas
através de modelos in vitro de infec¢éo utilizando cardiomidcitos derivados de iPSC,
como o a miocardite viral. A miocardite é caracterizada por inflamacao miocardica que
pode evoluir para cardiomiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca, e sdo causados por
infeccbes bacterianas e virais (COOPER, 2009). No estudo, foi demonstrado que o0s
hiPSC-CMs séo suscetiveis a infeccdo por virus coxsackie B e podem ser usados para
prever a eficdcia de medicamentos antivirais (SHARMA, 2014).

A infeccdo com T. cruzi foi alvo recente de estudo utilizado hiPSC-CM. Os
cardiomidcitos foram infectados com T. cruzi cepa Y e tratados com benzonidazol e
foram avaliados a citotoxicidade e inibicdo da infec¢do. O valor de CCso obtidos nesse
estudo foi CCso> 500 uM, demostrando que o benzonidazol ndo teve efeito citotdxico
mesmo em altas concentracdes, tendo apresentado atividade anti-parasitaria com
ECs0=1.13 £ 0.2 uM. O estudo demostrou a susceptibilidade dos hiPSC-CM a infec¢ao
parasitaria e a viabilidade dessa tecnologia para o estudo in vitro do modelo proposto
(LARA et al., 2018).
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2.7 MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES DE
CARDIOTOXICIDADE

A cardiotoxicidade frequentemente estd associada ao comprometimento da
eletrofisiologia do coracdo. Entretanto, ha drogas que ndo comprometem a
eletrofisiologia do coragdo e também pode ser cardiotdxicas, por danificar diretamente
os cardiomiécitos em nivel subcelular e molecular, via estresse oxidativo por espécies
reativas de oxigénio (ROS), danos no DNA, dano mitocondrial, apoptose ou
perturbacdo de eventos de sinalizagdo molecular (CHAUDHARI et al., 2016) (SALA,
2017). Alguns outros mecanismos sugeridos de cardiotoxicidade incluem, por
exemplo, expressao génica de varias proteinas cardiacas importantes, desregulacéo
da degradacéo de proteinas pelo sistema ubiquitina-proteassoma, desorganizacéo do
citoesqueleto ou interferéncia com TOP2 (LYU et al., 2007)(SISHI et al., 2012). Niveis
elevados de troponina | cardiaca (cTnl) e troponina T cardiaca (cTnT) no sangue
correlacionam-se bem com lesdo miocardica e atuam como biomarcadores
plasmaticos criticos para o diagnostico de dano cardiaco em estudos clinicos e pré-
clinicos (BABUIN; JAFFE, 2005). No entanto, altos niveis desses biomarcadores
ocorrem apenas apos o dano cardiaco e podem ser detectados por apenas algumas
horas apds o infarto do miocardio e o tratamento com drogas cardiotoxicas
(CHAUDHARI et al., 2016).

Os cardiomiécitos utilizam uma enorme quantidade de adenosina trifosfato
(ATP), estando em constante estado contratil e de consumo de energia. Para manter
a producdo constante de ATP, as mitocondrias com mau funcionamento séo
constantemente substituidas por organelas recém-sintetizadas por processos
envolvendo biogénese e replicagdo mitocondriais e autofagia / mitofagia (VARGA et
al., 2015a) (FISCHER; HAMANN; OSIEWACZ, 2012). Como as mitocdndrias sdo
responsaveis pela producao de ATP, espera-se que agentes que interferem na funcao
mitocondrial dos cardiomidécitos induzam a deplecéo do pool de ATP. Eventualmente,
esses processos podem levar a disfuncdo miocardica (VARGA et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar um ensaio de infeccdo com T. cruzi em culturas de cardiomiécitos
produzidos a partir de células-tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC-CM)

para triagem in vitro de drogas anti-T. cruzi.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir e caracterizar cardiomidcitos a partir da diferenciacdo de hiPSC;

e Padronizar um ensaio de triagem de compostos com atividade tripanocida em
hiPSC-CM;

e Estabelecer parametros para avaliacao de toxicidade em hiPSC-CM;

e Avaliar a atividade anti-parasitaria e cardiotoxicidade dos compostos derivados

da tiazolidinonas e do acido betulinico em hiPSC-CM.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de ética e pesquisa (CEP)
do Hospital Sdo Rafael-Monte Tabor, em 22 de julho de 2013, sendo o parecer
liberado em 10 de agosto de 2013, CAAE 20032313.6.0000.0048.

4.2 CULTIVO DE IPSC

As IPSCs foram obtidas previamente a partir da reprogramacdo de células
mononucleares do sangue periférico utilizando vetores epissomais introduzidos na
célula através da técnica de nucleofeccdo (Nucleofector 4D, Lonza, Basel, Suica).
Duas linhagens de iPSCs, obtidas de doadores diferentes, foram cultivadas em placas
de cultura revestidas com Matrigel (Corning, Nova lorque, EUA), em meio de
manutengao de pluripoténcia, mTeSR™1 (Stem Cell Technologies, Vancouver,
Canada) com a suplementacdo de mTeSR™1 5X Supplement (Stem Cell
Technologies). O meio de cultura foi reposto diariamente e as células foram
dissociadas com ReleSR (Stem Cell Technologies) quando atingida a confluéncia de
80%, sendo redistribuidas em uma razéo de 1:4 e mantidas nesta razdo. Estoques de

células foram criopreservadas e mantidas em nitrogénio liquido.

4.3 CARACTERIZACAO DAS IPSC

4.3.1 Citometria de fluxo

Os pocos foram lavados com 1 ml de PBS 1X, e incubados com solucdo de
tripsina-EDTA (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA), a 37°C e 5% CO:2 por 5
minutos, e centrifugadas 350 g por 5 minutos a temperatura ambiente. As células
foram contadas em camara de Neubauer, foi realizada marcacgéo utilizando anticorpo
TRA1-60 conjugado com fluorocromo APC para as células pluripotentes e anti-
troponina T cardiaca para os cardiomiécitos. (Tabela 1). Por se tratar de antigeno
intracelular, foi realizada a permeabilizacdo com PBS+Triton 0,3% (Vetec Quimica
Fina, Duque de Caxias, Brasil), com secundario anti-mouse igG conjugado com Alexa

Fluor 647 (Tabela 1). A aquisi¢éo dos dados foi feita no citometro LSR FortessaSORP
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(BD Biosciences, Franklin Lakes, EUA) utilizando o software de aquisicdo e analise
FACS DIVA v.6.3.

4.3.2 Imunofluorescéncia

As iPSC foram cultivadas em placa de 24 pocos, contendo laminulas (Knittel).
Atingida confluéncia de 50%, as células foram fixadas com paraformaldeido 4%
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, EUA) durante 15 minutos. Em seguida foi
feita a lavagem dos pogos por duas vezes com PBS 1x durante 5 minutos e
permeabilizou-se com Triton X-100 0,1% (Vetec Quimica Fina) por 10 minutos. Apés
a lavagem com PBS 1X por 5 minutos, realizou-se o bloqueio com Cas-blocker
(ThermoFisher Scientific) 10 minutos seguido pela incubacao a 4° C overnight com os
anticorpos primarios TRA 1-60, SOX2, OCT4, NANOG (Tabela 1). Apés o periodo de
incubagéo, foram realizadas duas lavagens com PBS/Tween 0,05% durante 5
minutos, seguida de duas lavagens com PBS 1X por mais 5 minutos.
Subsequentemente foi realizada a incubacdo em temperatura ambiente durante 1
hora com o anticorpo secundério (Tabela 1). Em seguida, foram realizadas duas
lavagens com PBS/Tween 0,05% (Vetec Quimica Fina) durante 5 minutos e mais duas
lavagens com PBS também por 5 minutos. As laminulas foram montadas com meio
de montagem VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame, EUA) contendo DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole) (Vector Laboratories) para coloracdo nuclear, e
analisadas utilizando microscopio confocal A1+ (Nikon, Téquio, Japao).

Os cardiomiécitos foram cultivados em placa de 96 e 384 pocos revestidas com
Matrigel (Corning). Foi usado o marcador de mitocondrias MitoTracker® (ThermoFisher
Scientific), seguindo as recomendagdes do fabricante. Utilizou-se 250 nM de
MitoTracker® por 30 minutos incubados a 37°C e 5% CO2. Apés esse periodo as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4% (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, EUA) durante 20 minutos. Em seguida, foi feita a lavagem dos pogos por
uma vez com PBS 1x durante 5 minutos e permeabilizou-se com Triton X-100 0,1%
(Vetec Quimica Fina) por 10 minutos. Apds a lavagem com PBS 1X por 5 minutos,
realizou-se o *bloqueio com Cas-block (Thermo Fisher Scientific) 10 minutos, seguido
pela incubacéo a 4° C overnight com o Troponina T. Apds o periodo de incubagéo,
foram realizadas duas lavagens com PBS/Tween 0,05% durante 5 minutos, seguida

de duas lavagens com PBS 1X por mais 5 minutos. Subsequentemente foi realizada
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a incubacdo em temperatura ambiente durante 1 hora com o anticorpo secundario

anti-mouse igG conjugado a Alexa Fluor 568 e Faloidina conjugado a Alexa Fluor 488.

Em seguida, foram realizadas duas lavagens com PBS/Tween 0,05% (Vetec Quimica

Fina) durante 5 minutos e mais duas lavagens com PBS também por 5 minutos. Foi
utilizado Draq 5 1:1000 ou Hoechst 33342 1:1000 (ThermoFisher Scientific) para

coloracao nuclear.

Tabela 1: Anticorpos primérios e secundérios utilizados na caracterizacdo por
Citometria de fluxo e Imunofluorecéncia de hIPSC e hIPSC-CM.

Anticorpo Marcagéo Fabricante Produzido Catdlogo Diluicao Isotipo
TRA-1-60 - Abcam Camundongo ab16288 1:500 IgM
Oct4 - Abcam Coelho ab181557 1:500 IgG
Sox2 - Santa Cruz Biotechnology Cabra sc-17320 1:100 IgG
Nanog - Abcam Coelho ab80892 1:200 lgG
Troponina T - Abcam Camundongo ab33589 1:200 IgG

Faloidina AlexaFluor488 Thermo Fisher Scientific - al2379 1:100 -

anti-Camundongo Alexa Fluor 647 Invitrogem Cabra a21236 1:1000 IgG
anti-Camundongo Alexa Fluor 488  Thermo Fisher Scientific Cabra a-21042 1:1000 IgM
Anti-Camundongo 568 AlexaFluor568 Invitrogem Asno a10037 1:800 igG
anti-Coelho Alexa Fluor 568  Thermo Fisher Scientific Asno a-11079 1:1000 igG
anti-Cabra Alexa Fluor 568  Thermo Fisher Scientific Coelho a-11079 1:1000 igG
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4.4 PROTOCOLOS DE DIFERENCIACAO EM CARDIOMIOCITOS

Para a diferenciacdo de hiPSC em cardiomiocitos, foi utilizado o kit de
diferenciagdo comercial PSC Cardiomyocyte Differentiation Kit (ThermoFisher
Scientific). Este kit consiste em um conjunto de meios sem soro e livre de
componentes derivados de animais que promovem a diferenciacdo eficiente de
células-tronco pluripotentes humanas em cardiomiécitos contrateis em 8 dias. O kit é
composto por trés diferentes meios: meio de manutencdo de cardiomidcitos
(Cardiomyocyte Maintenance Medium) e meios de diferenciacdo de cardiomiocitos A
e B (Cardiomyocyte Differentiation Medium A and B). O processo de diferenciacédo se
deu seguindo as recomendac¢fes do fabricante. As células foram dissociadas com
ReleSR (Stem Cell Technologies), de um poco da placa de seis pocos, ao atingir a
confluéncia de 70 a 85%, e redistribuidas em razéo de 1:8 em placas de cultura de 12
pocos revestidas com Matrigel (Corning), em meio de manutencao de pluripoténcia
mTeSR™1 (Stem Cell Technologies) com a suplementacdo de mTeSR™1 5X
Supplement (Stem Cell Technologies), e 10 uM de Y27632 (Rock Inhibitor- Stem Cell
Technologies), incubados a 37°C 5% de CO2. O meio de cultura foi substituido

diariamente, durante trés dias.

ApoOs os trés dias, deu-se inicio ao processo de diferenciacédo, periodo este
denominado de Dia 0. O meio mTeSR foi substituido pelo meio comercial
Cardiomyocyte Differentiation Medium A. No Dia 2, foi substituido o meio antigo pelo
Cardiomyocyte Differentiation Medium B. No Dia 4, foi substituido o meio antigo pelo
Cardiomyocyte Maintenance Medium. A cada dois dias foi renovado o meio com
Cardiomyocyte Maintenance Medium. Contracdes espontanea foram observadas a

partir do dia 8 da diferenciagao.

45 OPERETTA HIGH-CONTENT IMAGING SYSTEM

4.5.1 Padronizacdo da analise de imagens no Operetta High Content

System

Cardiomiécitos derivados de hIPSC (hiPSC-CM) foram cultivados em placas de
96 ou 384 pocos na densidade de 2 x 10* células/poco e 7 x 102 células/poco,

respectivamente, e infectadas conforme o protocolo estabelecido previamente. Apos
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48 horas de tratamento com 0os compostos, as células foram fixadas com PFA a 4% e
marcadas com Hoechst 33342 (ThermoFisher Scientific) ou DRAQS (eBioscience). As
imagens foram adquiridas no Operetta High Content System (PerkinElmer) utilizando
objetiva de 10X. As células tiveram a regido nuclear (Figura 7A) e citoplasmatica
(Figura 7B) delimitadas pelo canal do Hoechst 33342 ou DRAQS5 (segmentacéao)
utilizando o software Harmony. O formato e intensidade de fluorescéncia do nucleo e
do citoplasma foram utilizados para contagem do niumero de células em cada poco. O
citoplasma foi segmentado através do canal Alexa 594, correspondente a marcacéao
com Troponina T. As amastigotas intracelulares foram detectadas como spots
somente na regido do citoplasma utilizando a fluorescéncia do DRAQ5 (Figura 7D).
Um controle de células nado infectadas foi utilizado para exclusdo de spots
citoplasmaticos que nao sejam amastigotas (Figura 7C), utilizando parametros
morfolégicos e de intensidade de fluorescéncia para a selecdo. Os experimentos
foram realizados em triplicatas para cada grupo.

Figura 7:Padronizacdo da analise de imagens no Operetta High Content System. A) Delimitagdo do
nacleo da célula. B) Delimitacdo da regido citoplasmatica da célula. C) Controle de células ndo
infectadas. D) Amastigotas intracelulares detectados como spots nha regido do citoplasma.
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4.5.2 Triagem de compostos aplicando ensaio de alto rendimento com o

Operetta High Content System

As células infectadas foram tratadas com os compostos, os quais foram
produzidos com grau de pureza aceitavel >95% (BEZERRA et al., 2017), e
gentilmente cedidos por parceiros do Laboratério de Engenharia Tecidual e
Imunofarmacologia do IGM e da Universidade Federal de Pernambuco. Os compostos
puros foram dissolvidos em DMSO (Origen), proporcionalmente, para formar a
concentragéo estoque a 10 mM. Foi realizada diluigbes seriadas dos compostos com
0 meio de manutenc¢do de cardiomiocitos na proporgéo 1:5 e as células foram tratadas
durante 48 horas. Apos o tratamento, foi realizada a aquisi¢cao e a analise das imagens
no Operetta High Content Systems, de acordo com os parametros determinados na
etapa de padronizacao do ensaio. Seguindo o fluxo de segmentacéo celular e selecao
de parametros, foi possivel quantificar o nimero total de células, o nimero de células
infectadas, o numero total de amastigotas, o nimero de amastigotas por célula e a
taxa de infeccdo (pela razdo entre o numero de células infectadas e o numero total de
células. Além disso, foram determinados o CCs, (concentracédo citotdxica para 50% da
populacdo de cardiomiocitos), ECso (concentracao inibitéria para 50% da populacao
de amastigotas) e o indice de seletividade (pela razédo entre CCsoe ECso . O ECsoe 0
CCso foram utilizados para determinar a poténcia farmacolégia contra amastigotas e a

toxicidade do composto em teste a célula hospedeira.
4.6 QUANTIFICACAO DE PEPTIDEO NATRIURETICO TIPO B (BNP)

Para avaliar possiveis disfun¢des dos cardiomidcitos, estresse mecéanico e
processo de hipertrofia, foi utilizado como biomarcador N-terminal do pr6-horménio do
peptideo natriurético do tipo B - NT-pro-BNP liberado em cultura. O sobrenadante das
culturas foi coletado para dosagem do nivel de NT-pro-BNP. Para isso utilizou-se o kit
comercial: Vidas® NT-pro-BNP (Biomerieux, Marcy, Franca), seguindo as
recomendacdes do fabricante.
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4.7 CULTIVO DET. CRUZI

Os experimentos foram realizados com a cepa Y do T. cruzi. Tripomastigotas
foram obtidos a partir de coleta do sangue de animais da linhagem BALB/c infectados
por via intraperitoneal, sete dias pos-infeccdo. A manutencéo da forma tripomastigota
foi realizada por sucessivas passagens in vitro. Os parasitos na forma tripomastigota
foram obtidos a partir do sobrenadante de células da linhagem LLC-MK2 infectadas

com acepa.

Os tripomastigotas foram cultivados em meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro bovino fetal e 1% de penicilina-streptomicina (10,000 U/mL)
(ThermoFisher Scientific), juntamente com células da linhagem LLC-MK2 (ATCC CCL-

7) e mantidos em estufa & 37°C e 5% de CO2 por sucessivas passagens.
4.8 MODELO DE INFECCAO E TESTES DE DROGAS

Como abordagem inicial para triagem de compostos, os testes foram realizados
em fibroblastos dermais humanos. Os fibroblastos (6 x 10° células/poco), isolados de
material de descarte de cirurgia plastica (procedimento aprovado pelo comité de ética
do Hospital Sdo Rafael, CAAE: 20032313.6.0000.0048), foram incubados em placa
de 96 pocos em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO:2 por 24 horas. Apos este
periodo, as células foram infectadas com 6x10* tripomastigotas/poco por 24 horas.
Em seguida, os pocos foram lavados e os compostos foram adicionados em diferentes
concentracdes. Apos 48 horas de incubacédo em estufa a 37°C e 5% de COz2, 0S pogos
foram lavados com solugcdo salina, fixados com solugcdo paraformaldeido 4% e
corados com 4 uM de Draqg5 (Biostatus, Leics, Reino Unido). A aquisicdo das imagens
foi realizada em microscopio confocal Operetta High-Content Imaging System (Perkin

Elmer, Waltham, EUA). Ao todo foram realizados trés experimentos independentes.

As diferentes concentragdes dos compostos foram avaliadas com o objetivo de
determinar a concentracao que inibe em 50% o crescimento (ECso). Os valores de
ECso foram determinados com base na porcentagem de inibicdo do crescimento e
viabilidade do parasito do controle negativo, ou seja, sem adi¢céo de droga. O calculo
de regressao néo linear para a obtencéo dos valores de ECso foi efetuado a partir do

programa Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software). O farmaco padrdo utilizado
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como controle positivo foi 0 benzonidazol. A andlise estatistica do experimento de
infecc@o de hFIB foi realizada através do programa Prism 5.01 GraphPad (GraphPad

Software), utilizando o teste One-Way ANOVA e o pés-teste de Bonferroni.

4.9 PADRONIZACAO DE INFECCAO E TESTES DE DROGAS ANTI-T.
cruzi EM CARDIOMIOCITOS

Para os ensaios farmacoldgicos, foram utilizados cardiomidécitos produzidos a
partir de duas linhagens de iPSC no CBTC. Uma terceira linhagem de hiPSC-CM
disponivel comercialmente (Pluricel, S&do Paulo, Brasil) também foi utilizada. O ensaio
de infeccéo dos cardiomidcitos foi padronizado com a finalidade de obter o nimero de
células necessarios e avaliar diferentes propor¢des parasito-célula (MOI). No primeiro
ensaio de infeccéo, os cardiomidcitos (2 x10* células/poco) foram incubados em placa
de 96 pocos revestidas com Matrigel (Corning) em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO:2 por 24 horas. Apds este periodo, as células foram infectadas com 2x10°
tripomastigotas/poco, multiplicidade de infecgdo 10 (MOI=10) por 24 horas ou 1x10°
tripomastigotas/pogo (MOI=5) por 24 horas. Em seguida, o ensaio foi adaptado para
placas de 384 pocos, utilizando 7x10° células/poco e infeccdo com 3.5x10%

tripomastigotas/poco (MOI 5) por 24 horas.

ApoOs 24 horas da infeccdo com T. cruzi, os poc¢os foram lavados e os
compostos foram adicionados em diferentes concentracbes. Apds 48 horas de
incubacéo em estufa a 37°C e 5% de COz2, os poc¢os foram lavados com solugéo salina,
fixados com solucdo paraformaldeido 4% e corados com 4 uM de Drag5 (Biostatus,
Reino Unido). A aquisicdo das imagens foi realizada em microscépio confocal
Operetta High-Content Imaging System (Perkin Elmer).

O teste de acdo tripanocida dos farmacos foi iniciada com o farmaco padréo
benzonidazol para a padronizagdo inicial do modelo proposto. As diferentes
concentracbes dos compostos foram avaliadas com a finalidade de determinar a
concentracéo inibitéria de 50% do crescimento ou a viabilidade dos parasitos (ECso).
Foram utilizados pocos controle com solugdo de DMSO em concentracdo menor que
0,5%. O valor da ECso foi determinado com base na porcentagem de inibicdo do
crescimento e viabilidade. O célculo de regressao nao linear para a obtencéo do valor

de ECso foi avaliado utilizando-se no programa Prism 7.04 (GraphPad Software).
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4.10 AVALIACAO DE TOXICIDADE DOS COMPOSTOS

A atividade citotdéxica dos compostos foi feita por contagem do numero de
células de cada poco (toxicidade letal), através do formato e intensidade de
fluorescéncia do nucleo e do citoplasma, comparado os pog¢os tratados e 0s ndo
tratados com os compostos. Outras avaliagdes de toxicidade subletal foram realizadas
de modo exploratério, incluindo avaliacado do citoesqueleto utilizando marcagdo com
Faloidina-488 e da biomassa de mitocdndria utilizando marcag¢do com Mitotracker Red

(ambos da ThermoFisher Scientific).
4.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados obtidos foram analisados utilizando testes estatisticos
adequados aos tipos de dados. Dados paramétricos foram avaliados pelo teste t de
Student. Dados ndo-paramétricos foram avaliados pelo teste de Mann-Whitney. Para
comparacao entre trés ou mais grupos, foi utilizando o teste de ANOVA com pdés-teste
de Tukey para dados paramétricos e Kruskal-Wallis com po6s-teste de Dunn para
dados ndo paramétricos. Foram considerados estatisticamente significativos valores
de p<0,05. Os célculos para a obtencdo dos valores de ECso foram efetuados
utilizando-se regresséo nao linear no programa Prism 5.01 GraphPad e o indice de
seletividade pela divisdo da média dos valores de CCso sobre ECso (IS = CCso+ ECso).
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5.1 CARACTERIZACAO DE LINHAGENS DE CELULAS-TRONCO
PLURIPOTENTES INDUZIDAS- hiPSC

Foram realizadas as caracteriza¢cdes de duas linhagens de hiPSC, obtidas de

diferentes doadores, com o0 objetivo de avaliar a pureza da cultura e a manutencéo

dos marcadores de pluripoténcia. Foi analisada a expressdo do marcador de

pluripoténcia TRA-1-60 por citometria de fluxo e observou-se que as linhagens #1 e

#2 expressaram o0 marcador de pluripoténcia TRA 1-60 em 94,7% e 98,6%,

respectivamente (Figura 8). Através do ensaio de imunofluorescéncia, avaliou-se a
expressao positiva dos marcadores de pluripoténcia OCT4, NANOG, SOX2, TRA1-60

nas linhagens, confirmando que estas mantinham o estado de pluripoténcia (Figura

9).
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Figura 8:Caracterizacao de duas linhagens de iPSCs por Citometria de Fluxo. a) Anélise de citometria
de fluxo da linhagem #1 expressando 94,7% do marcador de pluripoténcia TRA 1-60. b) Andlise de
citometria de fluxo da linhagem #2 expressando 98,6% do marcador de pluripoténcia TRA 1-60.
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Figura 9: Caracterizacdo das duas linhagens de hiPSC utilizadas no estudo quanto a expressao dos
marcadores de pluripoténcia analisados por microscopia confocal. Ambas as linhagens apresentam
marcacao positivas para OCT4, NANOG, SOX2, TRA1-60. Nucleos marcados com DAPI (azul). Barras

de calibrag&o = 25 pm.
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5.2 DIFERENCIACAO CARDIACA

A diferenciagcdo de hiPSC-CM foi realizada utilizando kit comercial, composto
por trés meios distintos, sendo dois meios destinados a indugcao da diferenciagao
cardiaca (A e B) e um meio para manutengédo dos cardiomiécitos diferenciados (C)
(Figura 10A). Foram utilizadas culturas de hiPSCs que apresentavam em torno de
80% de confluéncia e morfologia caracteristica de células pluripotentes, na auséncia
de areas de diferenciagao espontanea significativa (Figura 10B). O processo se iniciou
com a introdu¢cdo do meio de diferenciagcdo A, que foi associada a uma intensa
mortalidade celular apds 24 horas, com redugao do numero de células nos pocos
durantes as primeiras 48 horas do protocolo (Figuras 10C e D). Apds esse periodo,
iniciou-se a segunda fase do protocolo, com a introdugdo do meio B. Apds 24 horas,
notou-se que as células remanescentes proliferaram e, apds 48 horas, foi observada
a confluéncia das células nos pog¢os de cultura (Figuras 10E e F). Foi introduzido entédo
o0 meio de manutencao C, onde observou-se gradativamente a formagao de sincicios
e, a partir do dia 10 da diferenciacéao, foi observado o surgimento das primeiras areas
com contragdes esponténeas, que se intensificaram nos dias subsequentes (Figuras
10G-J). Para confirmagéo da diferenciagao cardiaca e determinagéo da eficiéncia do
método, foi realizada analise de citometria de fluxo para o marcador de cardiomiécitos
Troponina cardiaca T (cTnT), que demonstrou um percentual de 83% de células
positivas para cTnT (Figura 11A). O grupo controle apresentou 2.53% de células

positivas para cTnT (Figura 11B).
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Figura 10: Etapas da diferenciacao icroscopia de contraste de fase. . A)
Linha temporal ilustrando as etapas do protocolo de diferenciacdo. B) Morfologia da cultura de hiPSC
antes do inicio do protocolo de diferenciagdo. C) Perda macica de células observada 24 horas apos a
introducdo do meio de diferenciacdo A. D) Reducdo da celularidade observada 48 horas apos a
introducdo do meio A. E) 24 horas de acdo do meio B, observa-se mudanca na morfologia das células
e intensa proliferacdo celular. F) 48 horas ap6s a introducéo do meio B é atingida a confluéncia. G) 24
horas do meio C. H) 48 horas ap6s introducao do meio C. |) Dia 8 da diferenciagdo, quando ocorre 0
surgimento das primeiras areas contrateis. J) Dia 14 de diferenciacé@o, onde ja pode ser observada a
formacéo dos sincicios. Barras de calibracdo = 50 uym.
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Figura 11:Expresséao de troponina T cardiaca em hiPSC-CM avaliada por citometria de fluxo. A analise
foi realizada no D15 da diferenciagdo. A) Histograma demonstrando o percentual de células positivas
para cTnT no pool de células induzidas a diferenciacdo cardiaca e nos pog¢os controle (B), em que o
pool de células foi mantido em meio de iPSC.

5.3 PADRONIZACAO DA INFECCAO E ENSAIO FARMACOLOGICO

Para a padronizacdo do protocolo de infec¢do de hiPSC-CM, foram testadas
duas razdes parasito/célula (MOIs) diferentes, MOI=5 e MOI=10 e foi avaliado o
percentual de infeccdo e numero total de cardiomidocitos por poco, com a finalidade de
obter a concentracao de célula necessaria e a MOI ideal para que houvesse o minimo
de 50% de infec¢éo das células. Na MOI=10, houve uma perda de aproximadamente
47% dos cardiomiécitos, quando comparado aos cardiomidcitos nao infectados
(Figura 12 C). J& no grupo infectado com MOI=5, ndo houve diferenca estatistica
quando comparado aos cardiomiécitos ndo infectados (Figura 12 D). Em relacdo a
porcentagem de infec¢do, o grupo infectado com MOI=10 apresentou uma média de
49%de células infectadas, enquanto que, com a MOI=5 observou-se média de 58%
de células infectadas (p<0.05) (Figura 12 E). Deste modo, a MOI=5 foi utilizada nos

experimentos subsequentes.

Na segunda parte da padronizacdo, os cardiomidcitos foram tratados com a

droga padrédo, benzonidazol, em diferentes concentracdes. O benzonidazol foi eficaz
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na reducdo dos amastigotas e percentual de infeccdo, apresentando um ECso de
6.1uM em hiPSC-CM (Figura 13 A). Nas concentragdes testadas, néo foi observada
reducdo no numero de cardiomiocitos (Figura 13 B). Em relacdo a taxa de infeccao,

foi observado um efeito anti-T. cruzi concentracdo-dependente (Figura 13 C).
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Figura 12: Padronizagdo do protocolo de infeccdo de hiPSC-CM com T. cruzi. A) Imagem
representativa de hiPSC-CM controles nao infectados, demonstrando positividade para cTnT (verde) e
nacleo marcado com Drag5 (vermelho). B) Imagem representativa de hiPSC-CM infectados com T.
cruzi, com marcagdo positiva para cTnT (verde), ndcleo e amastigotas marcados com Drag5
(vermelho). C) Numero de cardiomiécitos no grupo mock e infectado com MOI=10. D) Namero de
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cardiomiécitos no grupo mock e infectado na MOI 5. E) Porcentagem de infec¢cdo na MOI=10 e MOI=5.
*p<0,05; ***p<0,0001. Barras de calibracdo = 50 um.

2z
L

= 100 @ 500007
7] —
2 801 -8 40000
k=l g
§ 604 §
]
< Lol o
3 3
(=] Q
G 204 e
g E
e O Y . . = 0-
N o? W ) 25 pM 5uM 1uM
Concentragéo (log) Benzonidazol
C)

60+

% de Infecgao
8

N
?

25 UM S5uM 1M
Benzonidazol

Figura 13: Avaliagcdo da ag&o do benzonidazol em hiPSC-CM infectados com T. cruzi. A) Porcentagem
da reducdo de amastigotas com benzonidazol em diferentes concentracdes (log) com o ECso de 6.1
UM. B) Numero de cardiomiécitos para as trés concentracdes testadas de benzonidazol. C)
Porcentagem de infeccdo com as trés concentracBes testadas de benzonidazol. **p<0,001;
***n<0,0001.

5.4 TRIAGEM DE COMPOSTOS ANTI-T. cruzi EM hiPSC-CM

Apbs a padronizacado do ensaio de infeccao e acao farmacoldgica, realizamos
a triagem de trés compostos com ac¢ao anti-T. cruzi reportada na literatura. Dois destes
compostos sao derivados ciclicos da tiazolidinona - GT5A e GT5B - e o derivado do
acido betulinico - BA5 - pertencente a classe dos triterpenos. Apés incubagdo com os
referidos compostos, foi observada atividade dos trés compostos testados, quanto a
inibicdo da infeccdo, apresentando valores de ECso inferiores ao do farmaco padréao
benzonidazol. A partir do valor de ECso e CCso da forma amastigota, foi possivel
calcular o indice de seletividade (IS), que é a razéo entre a CCsoe a ECs0. O IS é

indica 0 quéo seletivo o composto € ao parasito em relagdo aos hIPSC-CMs. Dentre
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0S compostos testados, 0 benzonidazol apresentou o maior valor de CCso, seguido de
GT5A. O composto GT5B apresentou o menor valor de ECso e maior valor de IS
(Tabela 2).

Tabela 2: ECso, CCso e indice de seletividade dos compostos

AMASTIGOTAS hIPSC-CM IS
COMPOSTOS ECs + SEM (uM) CCso + SEM (UM)

BAS 3,2+0,8 37+1,9 12
GT5A 1,9 0,6 87 + 22 46
GT5B 0,08 + 0,02 27 £3,5 338

BNZ 59%0,5 >100 >17

IS - indice de seletividade (CCso/EC50)
ECso - Concentracao Efetiva em 50%
CCso - Concentracéo Citotéxica em 50%
SEM - Erro padréo da média

5.5 AVALIACAO DE TOXICIDADE SUBLETAL

Com o0 objetivo de incluir no ensaio a andlise de outros parametros de
toxicidade subletal, foi realizada a padronizagdo da marcacao de hiPSC-CM com
faloidina e mitotracker, além da coleta do sobrenadante para quantificacdo de NT-Pro-
BNP, apds a incubacdo com compostos de referéncia. Foram realizados testes com
0,1 uM de doxorrubicina, agente cardiotoxico, e 10 ng/ml de endotelina-1 (ET-1),
agente hipertrofico. Os testes foram realizados ap6s incubacéo por 1 ou 48 horas.

A incubacdo com ET-1 foi associada a sinais de hipertrofia celular (Figura 14),
com aumento da intensidade da marcacao do citoesqueleto marcado com faloidina,
comparadas ao grupo controle nao tratado, e ao tratado com doxorrubicina, que se
apresentou com uma desestruturacdo com citoesqueleto, reducéo da intensidade de
fluorescéncia de faloidina e reducdo do tamanho das células. Este resultado foi
corroborado pela presenca de niveis elevados de NT-Pro-BNP no sobrenadante das
culturas de hiPSC-CM tratadas com ET-1 e reduc&o no tratamento com doxorrubicina
(Figura 14C). Além disso, observamos a redug¢do no numero de células nos pogos
tratados com doxorrubicina, quando comparados ao grupo controle e o tratado com
ET-1 (Figuras 14 A e D).
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Figura 14: Andlises de toxicidade subletal através de marcacgéo do citoesqueleto e dosagem de BNP.
A) Imagens representativas adquiridas no Operetta High Content System, onde é possivel observar
hiPSC-CM do grupo Controle, grupo tratado com endotelina-1 e grupo tratado com doxorrubicina, com
a marcacao para faloidina (verde) e nucleos corados com DAPI (azul). B) Quantificacéo da intensidade
de fluorescéncia da faloidina nos grupos analisados. C) Niveis de BNP nos sobrenadantes das culturas
de hiPSC-CM submetidos aos diferentes tratamentos. D) NUmero de células dos grupos. **p<0,001;
***n<0,0001.

ApGs a padronizag&o do ensaio, foi realizada entdo a avaliacdo da intensidade
de fluorescéncia de faloidina apds 48 horas de incubacdo com o0s compostos
benzonidazol, BA5, GT5A e GT5B ap6s 48 horas de tratamento, em diferentes
concentragbes. O BA5 causou uma reducgdo da intensidade de fluorescéncia de
faloidina, concentragdo-dependente, com ECs0=8,3 uM e diferenca estatisticamente
significante quando comparada ao controle (Figura 15A). O composto GT5A, mostrou
reducao estatisticamente significante da intensidade de fluorescéncia da faloidina nas
concentragbes de 12.5, 25, 50 e 100 pM, com ECs0=26,1 uM (Figura 15B). O
composto GT5B causou uma redugéo estatisticamente significante da intensidade de
fluorescéncia da Faloidina quando tratado nas concentracdes 6.25, 12.5 e 50 uM, com
ECs0=1,9 uM (Figura 15C). O benzonidazol também causou reducéo da intensidade
de fluorescéncia significante nas concentragées 12.5, 25, 50 uM, com ECs0>100 uM
(Figura 15D).
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Figura 15: Intensidade de florescéncia da faloidina (Actina F). A) Reduc&o concentragdo-dependente
da intensidade de fluorescéncia da faloidina tratadas com BA5. B) Reducgdo estatisticamente
significante, da intensidade de fluorescéncia da faloidina nas concentrag¢des de 6.25, 12.5, 25, 50 e 100
UM de GT5A C) Reducéo estatisticamente significante da intensidade de fluorescéncia da faloidina
quando tratado nas concentracdes 6.25, 12.5, 50 pM com GT5B. D) reducdo da intensidade de
fluorescéncia significante nas concentragbes 12.5, 25, 50 pM tratados com benzonidazol. *p<0,05;
**p<0,001; ***p< 0,0001.

Considerando as alteracdes observadas no citoesqueleto apds incubacdo com
BA5, GT5A e GT5B, foi realizada uma andlise exploratdria dos niveis de NT-pro-BNP.
Foi coletado um pool dos sobrenadantes dos pocos com as réplicas das
concentracfes dos compostos testados. O composto BA5 mostrou niveis elevados de
BNP nas concentragbes 2.5, 5, 10 e 20 uM comparados a ET-1 (Figura 16A). J& os
compostos GT5A e GT5B nao apresentaram niveis de NT-pro-BNP maiores que da
ET-1 nas diferentes concentracdes testadas (Figuras 16B e C). Todos os compostos
mostraram niveis maiores que o controle nas concentracdes testadas (Figuras 16 A,
BeC).



59

BAS GT5A
1500 - 800~
E E
5 5 6004
2 2
% o
= n2?400-
° o
o o
& o 200+
= z
d 0-
ctu ET1 1,25 25 S5 10 20 ctl ET1 1,25 25 5 10 20
GTS5B

800-

E

5, 600+

=

o

Z 4004

0

2

8- 200-

-

z

0

Ctl ET1 1,25 25 § 10 20

Figura 16: Avaliacéo dos niveis de NT-pro-BNP no sobrenadante das culturas de hiPSC-CM. A) Niveis
elevados de NT-pro-BNP foram observados nas concentragfes 2.5, 5, 10 e 20uM com o composto BAS
comparados a Endotelina-1 B) Niveis de NT-pro-BNP do composto GT5A. C) Niveis de BNP do
composto GT5B.

Em seguida, foi realizada a padronizagéo do ensaio de avaliacédo de toxicidade
mitocondrial, através da marcacdo com mitotracker, sonda molecular fluorescente que
se concentra em mitocondrias ativas, permitindo avaliar a funcdo mitocondrial. Para
avaliar a toxicidade mitocondrial, as células foram marcadas com mitotracker apos
incubacdo com doxorrubicina, um composto que afeta a fungcdo mitocondrial no
cardiomiécitos. Observamos que, apds 1 hora de incubagdo com doxorrubicina a 0,1
MM, houve reducdo da marcagdo com mitotracker, que se intensificou no ponto de 48
horas (Figuras 17A e B).
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Figura 17: Avaliagdo de toxicidade mitocondrial apés incubacéo de hiPSC-CM com doxorrubicina. A)
Imagens de hiPSC-CM adquiridas no Operetta High Content System com marcagdo mitocondrial
utilizando mitotracker do grupo controle, tratados com doxorrubicina 0,1 uM por 1h e 48h. B) Intensidade
de fluorescéncia do mitotracker nos grupos tratados e controle. *p < 0,05;** p < 0,001.

Apos o estabelecimento do ensaio, avaliamos a toxicidade mitocondrial dos
compostos BA5, GT5A e GT5B em culturas incubadas por 1 hora e 48 horas. O
tratamento com BAS por 1 hora foi associado a toxicidade mitocondrial, com reducéo
da marcacdo com mitotracker concentragdo-dependente e ECs0=40 uM (Figura 18A).
Os demais compostos, GT5A e GT5B, ndo causaram reducdo da marcacdo com

mitotracker no ponto de 1 hora de incubacao.
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Figura 18: Avaliacdo de toxicidade mitocondrial ap6s 1 hora de tratamento com os compostos. A)
Intensidade de marcagéo com Mitotracker avaliada apos 1 hora de incubagdo com BA5, demonstrando
toxicidade mitocondrial concentracdo-dependente. B) Intensidade de marcacdo com Mitotracker
avaliada apos 1 hora de incubagdo com GT5A, que ndo apresenta alteragdes quando comparado ao
controle. C) Intensidade de marcacéo com Mitotracker avaliada ap6s 1 hora de incubacdo com GT5B,
gque ndo apresenta altera¢des quando comparado ao controle. *p<0,05; **p<0,001.

A intensidade de marcacdo com mitotracker foi novamente avaliada apos 48
horas de tratamento com os compostos. Diferentemente do que foi observado no
ponto de 1 hora, o BA5 mostrou aumento da intensidade de florescéncia
estatisticamente significante nas concentracdes de 12.5, 25, 50 e 100 uM (Figura
19A). O composto GT5A mostrou aumento estatisticamente significante da
intensidade de fluorescéncia nas concentragbes 25, 50 e 100 uM (Figura 19B). O

composto GT5B teve aumento estatisticamente significante somente na concentragao
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mais alta testada, 100 puM (Figura 19C). O benzonidazol também se associou a um
aumento da intensidade de fluorescéncia significante nas concentragdes 6.25, 25, 50
e 100 uM (Figura 19D).
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Figura 19: Avaliagcdo de toxicidade mitocondrial apos 48 horas de tratamento com os compostos. A)
Intensidade de marcacdo com mitotracker avaliada apés 48 horas de incubacdo com BA5
demonstrando aumento da intensidade concentracdo-dependente B) Intensidade de marcagdo com
mitotracker avaliada apos 48 horas de incubagdo com GT5A demonstrando aumento da intensidade
concentracao-dependente. C) Intensidade de marcacdo com mitotracker avaliada apos 48 horas de
incubacdo com GT5B, que ndo apresenta alteragcbes quando comparado ao controle exceto a
concentracdo mais alta de 100 uM. D) Intensidade de marcacdo com mitotracker avaliada apos 48
horas de incubac¢do com benzonidazol (BDZ). *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001. ns = N&o significativo
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6 DISCUSSAO

Cardiomiécitos humanos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas
(hiPSC-CMs) tém potencial para contribuir no processo de desenvolvimento de
drogas, através do estabelecimento de ensaios mais preditivos de eficacia e
seguranca. Um dos principais fatores de retirada de drogas do mercado decorre de
cardiotoxicidade nao identificada nos ensaios pré-clinicos e clinicos realizados no
processo de desenvolvimento, resultando em eventos adversos graves e até mesmo
fatais (SANCHEZ-FREIRE et al., 2014). Considerando a necessidade de
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento da doenca de Chagas, iniciamos,
no presente trabalho, a padronizacdo de um ensaio farmacoldgico multiparamétrico
para avaliacdo simultdnea de cardiotoxicidade e atividade anti-T. cruzi, utilizando
hiPSC-CM.

Os hiPSC-CMs podem ser gerados em larga escala a partir de hiPSC,
auxiliando tanto na deteccao precoce de cardiotoxicidade quanto na descoberta de
novas drogas, podendo ser usados também para modelagem de doencas. Neste
estudo, utilizamos hiPSC-CM para avaliar, simultaneamente, a atividade anti-T. cruzi
e a cardiotoxicidade de compostos quimicos selecionados. Foram produzidos hiPSC-
CM, que foram utilizados para padronizar ensaio de infec¢ao por T. cruzi, e ensaio de
triagem de drogas com acéo tripanocida, também avaliando a cardiotoxicidade letal e
subletal dos compostos testados.

A literatura reporta diversas maneiras de diferenciar cardiomidcitos a partir de
hiPSCs. A eficiéncia da diferenciacdo cardiaca, entretanto, é dificultada por
inconsisténcias e pela baixa reprodutibilidade do processo entre linhagens e até
mesmo entre experimentos. Esta variabilidade esta associada a especificidades das
linhagens celulares, a processos estocasticos, condi¢cdes de cultivo como a fase do
ciclo celular, densidade e confluéncia, dentre outros (LACO et al., 2018). No nosso
estudo, utilizamos kit comercial com adaptacfes para estabelecimento do protocolo
para que a eficiéncia da diferenciacdo fosse otimizada em dois clones de hIPSC
distintos. Ambos mostraram taxa de eficiéncia satisfatoria, na faixa de 80%, quando
utilizado como critério o percentual de células positivas para troponina T cardiaca.
Taxas semelhantes de eficiéncia da diferenciacdo foram reportadas para estudos

prévios, que utilizaram modulag&o da via Wnt com pequenas moléculas para obtengéo
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dos hiPSC-CM (FOR, 2017; KADARI et al., 2015; LACO et al., 2018). O resultado do
protocolo de diferenciacéo obtido foi entdo considerado satisfatorio, mas podera ser
complementado no futuro com outras estratégias para obter culturas ainda mais

enriquecidas em cardiomidcitos.

Para maximizar a pureza dos cardiomiécitos, comumente € empregado o
meétodo de selecdo metabdlica, baseado na capacidade exclusiva de hiPSC-CM de
sobreviver em ambiente livre de glucose e piruvato, utilizando lactato como substrato
para sintese de ATP. Para isso, 0 meio de cultura € substituido por outro sem glucose
e suplementado com lactato, o que induz outras células, ndo cardiacas, a morrer
durante este processo. Apds quatro dias, o resultado sédo colonias de cardiomiécitos
puras, variando de 90-99% cTnT positivas (KADARI et al., 2015). Tendo em vista que
protocolos de purificagdo nao foram realizados no presente estudo, utilizamos
imunofluorescéncia com marcacao para troponina T cardiaca, para que as analises

fossem realizadas apenas na populacéo de hiPSC-CM.

Além da pureza da cultura, o nivel de maturacdo dos cardiomiécitos também
podem afetar os resultados dos experimentos. Uma limitagdo do presente estudo
envolve o grau de maturidade dos hiPSC-CMs. Até o momento, os hiPSC-CMs que
foram utilizados para o teste de cardiotoxicidade exibem um fendtipo estrutural
compativel com cardiomidcitos fetais. O estagio de desenvolvimento dos hiPSC-CM
utilizados neste estudo estd de acordo com a literatura, que reporta que a
diferenciacéo cardiaca de hiPSC leva, rotineiramente, a geracao de células com um
fendtipo estrutural e funcional imaturo, do tipo fetal (HERRON et al., 2016). No
entanto, o impacto que o estado de maturacdo dos hiPSC-CMs tem sobre a
capacidade de reacdo aos compostos nao é claro (FEASTER et al., 2015; HERRON
et al., 2016). Considerando que o grau de maturacdo dos hiPSC-CMs pode ser um
fator critico para obtencdo de ensaios mais preditivos, novos estudos deverdo ser
realizados para otimizar o processo de obtencéo destas células. Ja existem relatos na
literatura de métodos para inducédo de maturacao, inclusive através da modulacéo da
resisténcia mecanica (pés-carga), em hiPSC-CM cultivados em 3D (LEONARD et al.,
2018).

Uma vez obtidos os hiPSC-CMs, padronizamos o protocolo de infecgdo com T.

cruzi utilizando duas MOIs diferentes, MOI=5 e MOI=10, para avaliar o percentual de
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infecc@o e numero total de cardiomiocitos por poco visando obter a concentracéo de
célula necesséria e a MOl ideal para que houvesse o minimo de 50% de infeccao das
células. Observamos que os hiPSC-CM séo bastantes susceptiveis a infeccéo por T.
cruzi, ja que utilizando MOI=10, comumente utilizada para infeccdo de outros tipos
celulares, como fibroblastos dermais humanos, houve uma perda de
aproximadamente 47% dos cardiomiécitos. Reduzindo a MOI a metade, foi possivel
obter uma taxa de infeccao satisfatéria e manutencdo do niumero de células em nivel
semelhante aos controles ndo infectados. Além disso, observamos que o aumento da
MOI foi associado a uma reducao na taxa de infecgéo, de 58% na MOI=5, para 49%
na MOI=10. Este achado pode estar relacionado a perda celular ocorrida quando a
infeccdo foi realizada na MOI 10, que apresentou alta taxa de morte celular,

prejudicando a viabilidade das células e, consequentemente, o percentual de infec¢ao.

Ap0s a padronizagdo da infeccéo, foi realizado o teste de tratamento com o
farmaco padréo benzonidazol, tendo sido obtido o valor de ECso de 6,1 uM em hiPSC-
CM. Este valor esta de acordo com a faixa de valores de ECso reportada na literatura,
gue varia na dependéncia da linhagem celular avaliada nos experimentos. A exemplo,
na linhagem de mioblastos L6, foi reportado ECso de 8,5 uM, enquanto que em
macrofagos foi reportado o valor de 2,8 uM e em fibroblastos dermais humanos, foi
relatado o valor de 9,8 uM (BOTERO et al., 2017; MOREIRA et al., 2013; RODRIGO
et al., 2015).

Considerando que os hiPSC-CM sao células pds-mitéticas, utilizamos neste
trabalho o numero de células como medida de toxicidade, além de outros parametros
para avaliacao de toxicidade subletal, como a organizacao do citoesqueleto, contetdo
de mitocondria e dosagem de NT-pro-BNP, marcador de estresse celular no
cardiomidcito. Além dos parametros acima descritos, a cardiotoxicidade vem sendo
também avaliada através de analises de eletrofisiologia. Ha drogas, no entanto, que
nao comprometem a eletrofisiologia da célula mas sao cardiotoxicas por causar danos
diretamente aos cardiomiocitos em niveis subcelular e molecular através da formacéao
de estresse oxidativo causado pela producdo aumentada de espécies reativas de
oxigénio, danos no DNA, dano mitocondrial, apoptose (CHAUDHARI et al., 2016). E o
caso da doxorrubicina, que se liga a cardiolipina e entra na mitocondria, inibindo a

cadeia respiratoria e a despolarizacdo do potencial de membrana, dentre outros
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mecanismos (SHI et al., 2018). No presente estudo, utilizamos doxorrubicina como
controle positivo no ensaio de avaliacdo mitocondrial através de marcacdo com
corante MitoTracker Red CMXRos, que se acumula em mitocondrias, em células
vivas, de modo dependente do potencial de membrana mitocondrial (KODIHA et al.,
2015). Conforme esperado, observamos que hiPSC-CM incubados com doxorrubicina
rapidamente reduziram a marcagdo com mitotracker, o que se intensificou com o
passar do tempo, denotando um comprometimento progressivo da funcéo

mitocondrial, que foi acompanhado de morte celular.

As mitocondrias estdo envolvidas em varias fungbes dos cardiomidcitos,
incluindo, metabolismo de &cidos graxos, aminoacidos e geracdo da ATP. Como
subprodutos desse processo, formam-se espécies reativas de oxigénio (EROs) que
podem danificar varias biomoléculas, levando a disfungdo mitocondrial (FISCHER;
HAMANN; OSIEWACZ, 2012). Mitocondrias disfuncionais podem comprometer a
funcdo miocardica (VARGA et al.,, 2015). Os cardiomiécitos utilizam uma enorme
guantidade de ATP, estando em constante estado contrétil e de consumo de energia.
Para manter a produgdo constante de ATP, mitocondrias disfuncionais sé&o
substituidas por organelas recém-sintetizadas por processos envolvendo biogénese e
replicacdo mitocondriais (FISCHER; HAMANN; OSIEWACZ, 2012). Algumas drogas
podem ser cardiotoxicas através da inducdo de dano mitocondrial, aumentando o
estresse oxidativo, ativando vias de resposta de dano ao DNA e aumentam a apoptose
(SALA, 2017). As analises realizadas no nosso estudo poderdo ser complementadas
com outras analises, como a utilizacdo de corantes para quantificar a producao de
EROs mitocondriais (TALBERT et al., 2015).

Anormalidades na estrutura celular tém sido propostas como contribuintes para
anormalidades na eletrofisiologia celular e arritmias associadas a fatores agudos
isquémicos ou hemodinamicos no coracdo. A estabilidade mecéanica da célula
cardiaca, depende da integridade do citoesqueleto e mudancas geométricas na
membrana celular podem levar a alteracdes na eletrofisiologia (YANG et al., 2002).
Em linhas gerais, estudos reportam cardiotoxicidade avaliando a fisiologia dos
cardiomiécitos como fluxo de ions e potencial de membrana mitocondrial
(eletrofisiologia), viabilidade celular, dano fisico (MERCOLA; COLAS; WILLEMS,
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2013; SIRENKO et al., 2018). Algumas drogas podem induzir desorganizacdo do

citoesqueleto, estresse mecénico ou mesmo estimular uma resposta hipertréfica.

No presente estudo, utilizamos a marcacdo com faloidina para avaliagcdo do
citoesqueleto e, utilizando controles positivos, observamos que esta analise é capaz
de demonstrar, quantitativamente, resposta hipertréfica (avaliada com o tratamento
com endotelina-1) e desestruturacéo do citoesqueleto (observada com o tratamento
com doxorrubicina). Interessantemente, estes achados se correlacionaram com niveis
aumentados de liberacdo do biomarcador NT-pro-BNP para o meio de cultura na
resposta hipertréfica induzida por ET-1, enquanto que niveis reduzidos foram
observados no caso do tratamento com doxorrubicina, o que esta de acordo com
observacdes prévias da literatura (LOUISSE et al., 2017). O BNP é um neuro-
horménio cardiaco sintetizado nos ventriculos cardiacos como resultado do aumento
do estresse. Niveis plasmaticos de BNP sao usados como marcadores diagndésticos
e prognasticos para hipertrofia e insuficiéncia cardiaca, e € amplamente utilizado em
pesquisas biomédicas para avaliar a resposta hipertrofica em cultura celular ou o
desenvolvimento de doencas relacionadas a insuficiéncia cardiaca em modelos

animais.

Dentre os compostos testados, avaliamos o BA5, um derivado do acido
betulinico (BA). O BA é um triterpeno pentaciclico do tipo lupano amplamente
distribuido no reino vegetal, sua principal caracteristica é uma potente atividade
antitumoral, através da inducéo de apoptose em células tumorais e tem sido reportado
na literatura como agente tripanocida (YIN, 2015). O BA e seus derivados exibem uma
ampla variedade de atividades biolégicas e farmacoldgicas (LEE et al., 2015; SOUSA
et al., 2017). Trabalhos demonstraram que o &cido betulinico e seus derivados, como
BA5, inibem a proliferacdo de epimastigotas e reduzem a viabilidade de formas
tripomastigotas (DOM; PEN; GIM, 2010; MEIRA et al., 2016). Em nossos achados, o
BAS teve um ECsode 3,2 uM em hiPSC-CM, valor menor que o farmaco padrédo BNZ.
Os ensaios realizados em macréfagos apresentaram um valor de ECso de 1,8 uM
(MEIRA et al., 2016). No presente estudo, o BA5, no entanto, apresentou toxicidade,
com CCs de 37 uM, o que é discrepante e significativamente menor que os valores
reportados na literatura para macrofagos (MEIRA et al., 2016). Em concentracdes

mais baixas, foi observada ainda uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da
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faloidina, indicando desorganizacdo do citoesqueleto, com ECs, de 8,3 uM e niveis
elevados de NT-pro-BNP, marcador de estresse miocéardico. Além disso, observou-se
uma reducdo concentracdo-dependente na marcacdo com MitoTracker apds 1 hora
de incubac&o com o composto, sugerindo disfuncdo mitocondrial, com ECs=40 uM. A
reducdo no potencial de membrana mitocondrial estd associada a baixa atividade
respiratoria e producdo energética, levando ao aumento na producdo de radicais
oxidativos, o que pode acarretar em morte celular (VARGA et al., 2015). Apés 48
horas, o padr&o inverso foi observado, com aumento significativo da intensidade de
fluorescéncia a partir da concentracéo de 12,5 uM, o que pode sugerir uma resposta
fisiolégica com inducdo de biogénese mitocondrial (XU; DIAZ; BRIEN, 2004). Para
confirmagdo deste resultado, novas analises sdo necessérias utilizando outras

técnicas, como a microscopia eletrdnica.

Neste trabalho, também foram avaliados derivados das tiazolidinas, potentes
inibidores de cruzaina. A cruzaina é uma enzima expressa nos quatro principais
estagios do parasita, principalmente em tripomastigotas e amastigotas, tornando-se
assim, um alvo promissor para agentes tripanocidas (ALVAREZ; NIEMIROWICZ;
CAZZULO, 2012). As tiazolidinas séo inibidores potentes da cruzaina e tém sido
largamente estudadas como agentes anti-T. cruzi (ZALDINI et al., 2010). Foram
selecionados dois derivados ciclicos da tiozolidina 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-
hidrazona]-3-fenil-5-metiltiazolidin-4-ona e 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-
3-fenil-5-etiltiazolidin-4-ona (GT5A e GT5B), diferenciados pelo grupo metil no GT5A
e etilo no GT5B. Ambos tém sido apontados como potentes agentes com acgao
tripanocida e alto indice de seletividade (BEZERRA et al., 2015). Estes derivados
tiveram valores de ECso de 1,9 e 0,08 uM, respectivamente, valores muitos abaixo
comparados ao benzonidazol, que apresentou ECso de 5,9 uM, sem alteracbes no
namero de células e com melhor atividade anti-T. cruzi in vitro. Estudos realizados em
macréfagos reportam valores de ECso mais evelados, de 4,2 e 2,9 uM,
respectivamente, para os compostos GT5A e GT5B (BEZERRA et al., 2015). Na
avaliacao da toxicidade subletal mitocondrial realizada com uma hora de tratamento
0S compostos ndo mostraram alteracdes na intensidade de fluorescéncia. Ja 48 horas
ambos tiveram aumento da intensidade de fluorescéncia que pode ser devido ao
aumento da biomassa mitocondrial, possivelmente decorrente do aumento da

biogénese mitocondrial. Quanto a organizagdo do citoesqueleto, o GT5A teve
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intensidade de fluorescéncia significativamente reduzida a partir da concentracao de
12,5 uM e o GT5B nas concentragdes 6,25 puM,12,5 uM e 50 pM. Anormalidades da
estrutura celular tém sido propostas como contribuintes para anormalidades da
eletrofisiologia celular e arritmias associadas a fatores agudos isquémicos ou
hemodinamicos no coracdo (OJIMA et al., 2000; YANG et al., 2002). Contudo, os
compostos ndo causaram alteracdo nos niveis de BNP.

A utilizacdo de um ensaio baseado em High Content Screening, como o que foi
explorado no presente estudo, possui inUmeras vantagens, incluindo o ganho de
eficiéncia, permitindo andlise de multiplos compostos e concentracdes. Além disso, a
plataforma utilizada permite a realizacdo de analises automaticas, reduzindo vieses e
aumentando a confianca no ensaio. Como limitacdes e perspectivas futuras deste
trabalho, buscando uma avaliagdo mais completa de cardiotoxicidade, sera
necessaria a incorporacdo de outras analises ao ensaio, incluindo avaliacbes
eletrofisioldgicas, estudos de correntes de calcio utilizando indicadores fluorescentes,
analises do padrdo de contratilidade e ritmo das células, andlise de EROs (ITZHAKI
et al., 2011). Por fim, é necessario comparar com outros ensaios de citotoxicidade
para validar o processo, e maneiras mais efetivas e baratas para a diferenciagao

cardiaca.
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7 CONCLUSAO

A utilizacdo de hiPSC-CM no fluxo de trabalho de desenvolvimento de farmacos
para a doenca de Chagas tem potencial para auxiliar na identificacdo de novos
compostos e pode ser usado para avaliar a cardiotoxicidade de forma preditiva. Neste
trabalho estabelecemos o ensaio de infeccéo e triagem de compostos anti-T. cruzi em
hiPSC-CM, utilizando andlises multiparamétricas em plataforma de High Content
Screening. Além de possuir a vantagem de ser baseado na utilizagdo de células
cardiacas humanas afetadas pela doenca de Chagas, o ensaio mostrou-se viavel por
permitir avaliar rapidamente a acdo anti-T. cruzi dos compostos, além de parametros
de cardiotoxicidade letal e subletal, que podem aumentar o valor preditivo dos testes.
Novos estudos serdo necessarios para que este ensaio seja aprimorado e validado

guanto ao seu poder preditivo.
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