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RESUMO

A doenca de Chagas é uma doenca infecto parasitaria, causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi, que segundo a OMS, acomete cerca de 8 milhdes de pessoas.
O tratamento atual é restrito ao Benznidazol (Bz) e ao Nifurtimox (Nif) e possui
limitagbes que dificultam a realizacdo de um tratamento adequado dos pacientes,
como: os efeitos colaterais, os longos periodos de tratamento, a variacdo da eficacia
de acordo com a fase da doenca e a existéncia de cepas resistentes ao tratamento.
Devido as dificuldades encontradas no tratamento atual, esfor¢os continuos tém sido
realizados na procura por novas drogas, e neste contexto, diferentes compostos
estdo sendo testados pelo nosso grupo, dentre os quais se destacam: inibidores da
biossintese de ergosterol (IBES) e nitroimidazoéis. No presente estudo, determinamos
a atividade tripanocidade compostos hibridos, do protétipo piridinico com a
subunidade 1,3,4-tiadiazélica do megazol. O efeito desses compostos foi avaliado
sobre formas tripomastigotas da cepa Y e amastigotas intracelulares, das cepas Y e
Tulahuen. Dentre os compostos hibridos testados sobre tripomastigotas, 7
apresentaram excelente atividade sendo mais ativos que as drogas IBEs de
referéncia: cetoconazol (Cz) e posaconazol (Pz). Os compostos 2035 e 2035HCI
foram os mais ativos contra tripomastigotas da cepa Y, porém o mais seletivo foi
1947HCI, que apresentou boa atividade sobre o parasito e baixa toxicidade sobre
macrofagos e cardiomiécitos. Por tal razdo,0 mesmo foi selecionado para os ensaios
de atividade sobre as formas amastigotas intracelulares e para a avaliagdo do
mecanismo de acdo sobre tripomastigotas sanguineos. J& nos ensaios com a cepa
Tulahuen, os compostos 2033 e 2035 foram o0s mais ativos sobre o parasito.
Resultados preliminares com amastigotas intracelulares (cepa Y) sugerem que o
tratamento por 24 e 48h de culturas primarias de células cardiacas, infectadas, com
o composto 1947HCI, diminui a infeccdo, avaliada pelo indice endocitico. Para a
investigacdo do mecanismo de acdo de 1947HCI analisamos por citometria: a
geracdo de espeécies reativas de oxigénio (ROS), a integridade de membrana
plasmatica e o potencial de acdo mitocondrial dos parasitos tratados; além da
analise ultraestrutural por microscopia eletrénica. Curiosamente, ndo houve reducéo
no potencial de acdo mitocondrial; geracdo de ROS ou perda de integridade de

membrana dos parasitos tratados com 1947HCI, sugerindo que o modo de agao nao



devem estar relacionados com a geracdo de ROS e a inibicdo de CYP51. Os

compostos 2033 e 2035 foram os mais ativos sobre a cepa Y Tulahuen.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, quimioterapia,

inibidores da biossintese de ergosterol, nitroimidazois.



ABSTRACT

Chagas disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, affecting
approximately eight million individuals. Treatment is restricted to benznidazole (Bz)
and Nifurtimox (Nif) and is not satisfatory, showing poor activity in the late chronic
phase, severe collateral effects and limited efficacy against different parasitic
isolates.Therefore there is an intense effort to find new drugs for treatment of this
disease. In this context inhibitors of ergosterol biosynthesis (IBEs) and
nitroimidazoles have been investigated. The present study aimed to perform a
trypanocidal activity of hybrid compounds of the prototype pyridine (IBE) with a 1,3,4-
thiadiazolic subunit of the megazole. The effect of these compounds was evaluated
on intracellular trypomastigotes and amastigotes of the Y and Tulahuen strains.
Among the drugs tested on trypomastigotes, of the Y strain, 7 were most active than
IBEs of reference: ketoconazole and posaconazole. The compounds 2035 and
2035HCI were the most effective against trypomastigotes of strain Y, but the most
selective was 1947HCI, presenting low toxicity on macrophages and cardiomyocytes.
For this reason, it was selected for the activity assays on intracellular amastigote
forms and for evaluation of the mechanism of action on trypomastigotes. Preliminary
results of intracellular amastigote (Y strain) suggest that in 24 and 48 hs of treatment
with 1947HCI there is a decrease in the infection (monitored by the endocytic index).
For the investigation of its mode of action, we analyzed by cytometry: the generation
of reactive species of oxygen (ROS), the integrity of the plasma membrane and
mitochondrial membrane potential. We also analyzed the ultrastructure of
trypomastigotes treated with 1947HCI by electron microscopy. Interestingly, there
was no reduction in mitochondrial membrane potential; generation of ROS or loss of
membrane integrity of parasites treated with 1947HCI, suggesting that the mode of
action should not be related to these factors. Finally, so far the compounds 2033 and

2035 were the most active in the Tulahuen strain.

Keywords: Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, chemotherapy, inhibitors of

ergosterol biosynthesis and nitroimidazoles.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historia e panorama atual da doenca de Chagas

Em 1908, durante uma expedicao para combater a maléria, no norte de Minas
Gerais, Carlos Chagas identificou pela primeira vez, o protozoario Trypanosoma
cruzi, que mais tarde seria descrito como o agente etiolégico da doenca de Chagas
(DC), assim nomeada em homenagem a esse pesquisador (CHAGAS, 1909). Desta
forma, Carlos Chagas descreveu o patdégeno, seus vetores e hospedeiros,
sintomatologia clinica, espécies reservatorias e a epidemiologia dessa enfermidade
(GURGEL et al., 2009).

Atualmente, segundo a OMS, a DC acomete cerca de 8 milhGes de pessoas
em21 paises da América Latina e estima-se que essa doenca leve a Gbito mais de
10.000 pessoas por ano (WHO, 2018). Nesses paises a DC é a maior causa de
cardiomiopatia e a principal responsavel por morte em pacientes com doencas
cardiovasculares com idade entre 30-50 anos (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO,
2009). Nas ultimas décadas a DC passou a ser considerada um problema de saude
a nivel mundial (Figura 1), visto que os movimentos populacionais aumentaram o
potencial de dispersdo da doenca para paises ndo endémicos onde nédo era feita a
triagem em bancos de sangue, elevando o risco de transmissdo transfusional,
congénita e por transplantes de o6rgdaos (SCHMUNIS; YADON, 2010; COURA;
VINAS, 2010; HOTEZ et al., 2013).

Apesar de ainda ser uma doenca de grande impacto, principalmente na
América Latina, o programa de controle da DC, iniciado em 1991 nos paises do Cone
Sul, foi bem sucedido reduzindo a incidéncia da doenca na regido; sendo a
transmissao vetorial de T. cruzi por Triatoma infestans interrompida no Uruguai em
1997 e no Chile em 1999 (SALVATELLA, 2007). Em 2006, a Comissao
Intergovernamental da Iniciativa do Cone Sul contra a DC, declarou o Brasil livre da
transmissdo desta doenca pelo T. infestans (KLUG, 1834). Porém, outros
triatomineos considerados vetores secundarios, como o T. sordidae (STAL, 1859) e o
P. megistus (Burmeister, 1835) ainda sdo encontrados no ambiente domiciliar (revisto
em DIAS, 2006; STEVERDING, 2014).

No entanto, em alguns paises da América Latina, como na Bolivia e México,

as taxas de infeccdo humana por T. cruzi ainda sédo altas. Apesar dos avangos
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alcancados no controle da doenca na América do Sul, esta ainda representa um sério
desafio (a) pela sua peculiar epidemiologia, caracterizada pela diversidade de
situacdes de risco (grande numero de vetores e reservatorios potenciais, variadas
formas de infeccdo e diferentes estoques do parasito que circulam no ambiente
domiciliar, peridomiciliar e silvestre), (b) por ndo dispor de medidas profilaticas e
esquemas terapéuticos mais eficientes, principalmente para a fase crbnica, menos
toxicos e de baixo custo, (c) pela falta de um entendimento mais completo da
fisiopatolologia da evolucdo da doenca cronica; e (d) a necessidade de novos e
efetivos métodos de diagndsticos (COURA; DIAS, 2009).

Figura 1: Rotas de migracdo da América Latina e a estimativa do nimero de individuos infectados

em paises ndo endémicos. Fonte: Adaptado de Pinto Dias, 2013.
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1.2 Vias de transmissao

Nos paises endémicos, a via de transmissao classica da doenca é a vetorial
gue acontece durante o repasto sanguineo de triatomineos, insetos hematéfagos,
popularmente conhecidos como barbeiro. Atualmente s&do descritas cerca de 140
espécies de triatomineos (COURA et al., 2015), sendo que no Brasil até o ano de
2009 foram registradas 64 espécies, sendo que 7 possuem impacto na
epidemiologia da DC (NOIREAU et al., 2009): Triatoma infestans, Panstrongylus
megistus, Rhodnius prolixus (STAL, 1859), Triatoma sérdida, Triatoma maculata
(ERICHSON, 1848), Panstrongylus geniculatus (LATREILLE, 1811) e Rhodnius
brethesi (MATTA, 1919).

A transmissao também pode ocorrer por transfusdo sanguinea, transplante de
orgdos e via congénita, uma vez que mulheres gravidas infectadas podem transmitir
0 parasito, caso haja contato entre o recém-nato e o sangue materno (DIAS;
AMATO-NETO; LUNA, 2011). No ano de 2005, a cobertura sorologica ja alcancava
todos os hemocentros e bancos de sangues no territério brasileiro (MORAES-
SOUZA; FERREIRA-SILVA, 2011). Na América Latina a pesquisa de anticorpos
contra T. cruzi em bolsa de sangue foi iniciada no final da década de 1980, e em
paises ndo endémicos este controle se deu posteriormente: na Inglaterra em 1998,
na Espanha em 2005, nos EUA e no Japdao em 2007 e no Canada em 2010
(YASUKAWA, 2014).

Com os avancgos no controle da transmissao vetorial e transfusional, a via oral
se tornou a via com maior taxa de transmissédo, sendo responsavel por surtos de
casos da forma aguda da doenca (COURA JR, 2015). Estes surtos estdo associados
ao processamento inadequado de alimentos, levando a ingestdo de comidas e
bebidas contaminadas com urina e fezes de triatomineos infectados ou com a
presenca do préprio vetor macerado juntamente com o alimento (De NOYA;
GONZALEZ, 2015). Esta via vem ganhando importancia nos Ultimos anos,
principalmente na regido Amazonica brasileira (COURA JR, 2015), onde o aumento
do numero de casos é atribuido a maior notificagdo e a mudancas ambientais
causadas pela desflorestacédo, reduzindo assim a disponibilidade de mamiferos
como fonte de alimento, resultando no aumento das taxas de triatomineos infectados

proximos as areas domesticas e peridomésticas (REGINA et al., 2018)
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1.3 O parasito e seu ciclo biolégico

T. cruzi € um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida e da familia
Trypanosomatidae que apresenta uma relacdo de parasitismo obrigatério com
mamiferos e insetos hemat6fagos da familia Reduviidae. O parasito apresenta trés
formas evolutivas distintas, sendo duas destas replicativas (epimastigotas presentes
nos hospedeiros invertebrados, e amastigotas no hospedeiro vertebrado) e uma néo
replicativa (tripomastigota, presente em ambos os hospedeiros) (BERN, 2011).

Com relacdo a organizacao ultraestrutural, esse parasito apresenta organelas
caracteristicas, como sua mitocondria Unica e ramificada, que contém DNA
concentrado em mini e maxi circulos interconectados formando o cinetoplasto
(kDNA), que contem 30% do genoma deste protozoario. Nos tripanosomatideos,
essa estrutura estd sempre préxima ao flagelo; € importante na diferenciacdo das
formas do parasito (apresentando forma arredondada e localizado na regiao posterior
ao nucleo em tripomastigotas; e forma de bastdo e anterior ao ndcleo em
amastigotas e epimastigotas). Além do cinetoplasto, as formas evolutivas também
sao diferenciadas morfologicamente pela insercdo e tamanho do flagelo, que se
encontra interiorizado nas amastigotas; emergindo da regido posterior em
tripomastigotas e antero-lateral em epimastigotas (De SOUZA, 2009). Outras
organelas sado encontradas no T. cruzi, como o0s acidocalcisomos, organela de
reserva energética,que acumula ions como magnésio, zinco, calcio e sodio, sendo
também responsavel pela manutengcdo do pH e osmolaridade, e os glicosomos, que
possuem funcdo semelhante a peroxisomos, e apresentam no seu interior enzimas
da via glicolitica, beta-oxidacdo de acidos graxos, pentoses (DOCAMPO et al., 2005).
Em epimastigotas, ha ainda os reservosomos, que sdo considerados organelas pré-
lisossomais. Os microtubulos subpeliculares, constituidos essencialmente pela
proteina tubulina, representam o componente principal do citoesqueleto e se
apresentam distribuidos por todo o corpo do parasito estando localizados
imediatamente abaixo da membrana plasmatica, com exce¢do da regido da bolsa
flagelar, onde se encontra o citéstoma, uma regido de membrana altamente
especializada na captacdo de macromoléculas, presente em amastigotas e
epimastigotas (Figura 2) (De SOUZA, 2009).
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Figura 2: Representacdo esquematica das formas evolutivas do T. cruzi. (A) Amastigota, (B)
Epimastigota, (C) Tripomastigota e (D) ilustracdo da ultraestrutura da forma Epimastigota. Fonte:
adaptado de De Souza, 2008.

O ciclo evolutivo do T. cruzi abrange um hospedeiro invertebrado e um
vertebrado (Figura 3). No lumem do intestino do hospedeiro invertebrado, o parasito
se prolifera como forma epimastigota e na porcao final do intestino se diferencia em
tipomastigota metaciclico, forma infectiva para o0 hospedeiro vertebrado.
Tripomastigotas metaciclicos sdo eliminados juntamente com as fezes e urina do
vetor hemato6fago, ao realizar o repasto sanguineo no mamifero, e penetram neste
atraves da lesdo deixada na pele pelo invertebrado.

No hospedeiro vertebrado, logo apés a entrada, tripomastigotas metaciclicos
infectam células presentes no local de inoculacéo, incluindo macrofagos, fibroblastos
ou células epiteliais; escapam do vacuolo fagolisosomal e se diferenciam, no
citoplasma da célula hospedeira, em amastigotas, que se multiplicam por divisdo

binaria. Apos varios ciclos reprodutivos, amastigotas se diferenciam novamente para
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tripomastigotas que rompem a célula e sdo liberados, juntamente com amastigotas,
para o espaco intercelular. A forma tripomastigota pode invadir células vizinhas e/ou
entrar na corrente sanguinea, infectando outros 6rgaos e tecidos. Tripomastigotas
na corrente sanguinea também podem ser ingeridos pelo inseto vetor, se

diferenciando em epimastigotas e completando seu ciclo de vida (BERN, 2011).

. Naporgdo final do intestino
desses insetos, o parasito
se diferecia na forma
tripomastigota metaciclica

Iy >
Durante o repasto sanguineo
tripomastigotas metaciclicas,
que sdo eliminadas nas fezes

do inseto, penetram no
mamifero através da lesio

Figura 3: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi. Fonte: adaptado de Bern, 2011.

A variacdo de genotipos e fenoétipos, ocasionada pela diversidade biolégica
nas populacdes do T. cruzi, gerou a necessidade de classificar a estrutura das
populacfes desse parasito. Atualmente, essas diferentes populacdes estédo divididas
em seis DTUs (discrete typing units) de acordo com seus marcadores genéticos,
designados T. cruzi (TC) | a VI (ZINGALES et al., 2012). As diferencas genéticas
observadas nestes grupos acontecem devido ao acumulo de mutacfes discretas
(ndo envolvendo eventos de troca génica), ja que se trata de um protozoario cuja
reproducao se da por meio de fissdo binaria (GAUNT et al., 2003).Com relacdo a
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distribuicdo geografica dessas DTUs, a mais prevalente e dispersa é a Tcl,
encontrada na América Central e do Sul, sendo esse grupo caracterizado pela baixa
sensibilidade a farmacos tripanocidas. No entanto as cepas das DTUs Tcll e TcVI
foram identificadas como os principais agentes causais da DC, no sul da América do
Sul (ESPINOZA et al., 2010)

1.4 Patologia da doenca

A DC se manifesta em duas fases: aguda e cronica. A fase aguda é
caracterizada pela alta parasitemia e elevadas concentracdes de IgM anti-T. cruzi,
reveladas por exames sorologicos. Esta fase possui duracdo de aproximadamente
dois meses, sendo na maioria dos casos assintomatica, podendo também
apresentar sintomas pouco especificos que demoram de 8 a 10 dias, depois da
infecgdo, para se manifestarem. Os sintomas podem incluir: dor de cabeca, dores
musculares e abdominais, hepatomegalia, esplenomegalia, inchaco corporal,
palidez, erupcdes cutaneas e o sinal de Romaina, indicativo classico dessa fase da
doenca, que consiste em um edema unilateral na palpebra. Nessa fase ha alteracdo
em exames clinicos. No eletrocardiograma (ECG), pose-se observar taquicardia
sinusal, baixa tensdo do complexo QRS e alteragbes na onda T, que indicam o
comprometimento na geracdo e na conducdo do potencial de acdo nas células
cardiacas (RASSI; RASSI JR; MARCONDES, 2012).

Em aproximadamente 60-70% dos casos agudos nao tratados, evoluem para
a forma cronica indeterminada, em um periodo de 2 a 3 meses apos o inicio da
infeccdo. Essa fase consiste na presenca da infeccdo associada a auséncia de
sintomatologia e a exames clinicos, eletrocardiograficos e radiolégicos normais,
sendo identificada pela presenca de IgG anti-T.cruzi, em exames soroldgicos
(BERN, 2011). A maioria dos pacientes permanece nesta fase por toda a vida,
sendo que cerca de 30% deles evoluem, apds 10-30 anos, para a fase crbnica
sintomatica (MONCAYO; ORTIZ-YANINE, 2006), caracterizada por: parasitemia
muito baixa ou quase n&o detectavel, intenso processo inflamatorio, que afeta
diversos oOrgaos e o desbalanco da resposta imune com a persisténcia do parasito
(TARLETON, 2003; MARIN-NETO et al., 2007; BONNEY; ENGMAN, 2008).
Portanto, nessa fase pode haver o desenvolvimento de sintomatologia cardiaca,
digestiva ou cardiodigestiva (RASSI; RASSI JR; MARCONDES, 2012).
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A manifestacdo de sintomatologia cardiaca € a mais prevalente e também
com maior carga de morbidade associada (RASSI JR; RASSI; LITTLE, 2000). A
miocardite chagasica crbnica é caracterizada por inflamacédo local e difusa, com
fibrose progressiva, desordens no sistema de conducdo elétrica cardiaca, que
culminam em arritmias, aneurisma apical, fendmenos tromboembolismo,
insuficiéncia cardiaca progressiva, podendo ocorrer ainda morte subita (Figura 4)
(HIGUCHI et al., 2003; RASSI; RASSI JR; MARIN-NETO, 2009).

Os pacientes crénicos com comprometimento digestivo apresentam
alteracdes da secrecdo, motilidade, absor¢cdo. Nos casos mais graves ha o
aparecimento de megavisceras (es6fago e colon) (MENEGHELLI, 2004). Esta
manifestacdo envolve sintomas que variam de brandos, como disfuncbes
assintoméaticas na motilidade e rigidez do musculo liso, a quadros severos em que
0s pacientes apresentam dificuldade para engolir, perda de peso, refluxo esofagico,
tosses recorrentes e vomitos (BERN, 2011). Lesbes neuroldgicas periféricas,
também podem ser observadas, principalmente, meningoencefalites, porém isso sé
ocorre em apenas 3% dos pacientes chagéasicos sintométicos (HIGUCHI et al., 2003;
RASSI; RASSI JR; MARIN-NETO, 2009).

Figura 4: Cardiomiopatia chagésica. (A-C) Dilatagdo dos ventriculos direito e esquerdo; com
observacdo de éareas fibrosadas e aneurisma do ventriculo esquerdo (seta). (D) fibrose difusa do

miocardio, sugestivo de injdria isquémica. Fonte: adaptado de Higuchi et al., 2003.
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1.4 Diagnéstico e Tratamento da DC

O diagndstico da DC na fase aguda é€ feito através da deteccéo de parasitos,
no sangue através dos exames de gota-espessa, hemocultura e xenocultura que
consistem em procedimentos simples e de baixo custo. O teste soroldgico ndo €
comumente usado nessa fase da doenca, embora a deteccdo de IgM anti-T. cruzi
possa ser feita (KIRCHHOFF, 2011).

Na fase crbnica da doenca devido a baixa parasitemia, a probabilidade de
encontrar um parasita circulante € pequena. Portanto nesta fase,o ideal para um
correto diagnostico,€é a realizacdo do exame sorologico com a deteccao de IgG anti-
T. cruzi. Também é preconizado que o diagnostico nesta fase seja feito com o uso
de duas técnicas combinadas, como por exemplo, imunofluorescéncia e
hemaglutinagdo, com ambos os resultados positivos (BERN, 2011; RASSI; RASSI
JR; MARCONDES, 2012).

Para o tratamento etiol6gico sdo aprovadas duas drogas, o nifurtimox (Nif) e o
benznidazol (Bz), ambos nitroderivados, desenvolvidos entre as décadas de 60 e 70
(Figura 5). No entanto, atualmente o farmaco de primeira escolha é o Bz, por ser o
mais estudado e usado devido a sua melhor aceitacdo pelos pacientes e por
apresentar uma boa eficacia em pacientes nas fases aguda e crdnica recente da
doenca com indices variando de 70 - 100% de cura (RASSI; RASSI JR;
MARCONDES, 2012). Estima-se que 7,6 - 29,7% dos pacientes abandonam o
tratamento com Bz (PINAZO et al., 2010; PEREZ-AYALA et al., 2011) e que 14-75%
dos pacientes abandonam o tratamento com o Nif (JACKSON et al., 2010; PEREZ-
MOLINA; LOPEZ-VELEZ, 2012).

O uso do Bz possui limitagdes que dificultam a realizacdo de um tratamento
adequado pelos pacientes, uma vez que podem apresentar efeitos colaterais, como:
dermatites alérgicas, anorexia e perda de peso, nausea e vomito. Além disso, este
medicamento requer longos periodos de administragdo e é contraindicado em casos
de gestacdo, insuficiéncia renal e/ou hepatica. A eficacia de ambos os farmacos
varia de acordo com: a idade, o estado imunolégico do paciente e com a cepa do
parasito, que pode ser refrataria a esses compostos (COURA; CASTRO, 2002;
BERN, 2011; CARVALHO et al., 2014). Outro problema relacionado ao Bz é a baixa

eficacia do seu uso na fase crbnica tardia, com indice de cura entre 8 - 30%, por
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isso, ndo ha um consenso sobre seu uso nesta fase da doenca (BUSCHINI et al.,
2007; JANNIN; VILLA, 2007; CLAYTON, 2010).

Recentemente, resultados do BENEFIT, mostraram que o uso do Bz por
pacientes cronicos nao foi capaz de reverter o quadro de cardiomiopatia, ja
estabelecido, ndo havendo prevencdo do avangco da doenca nestes casos
(MORILLO et al.,, 2015). Nao esta claro se as falhas terapéuticas resultam de:
diferencas na carga parasitaria, acesso da droga ao parasito intracelular ou
resisténcia adquirida durante o tratamento (YUN et al., 2009; URBINA, 2010).

Nifurtimox

\O
ON N/“\H

Benznidazole \/@
NNy
Z )NO

Figura 5: Estrutura quimica dos nitroderivados usados no tratamento da DC. Fonte: adaptado de
Urbina, 2010.

Devido as limitac6es do tratamento atual da DC, esfor¢os continuos tém sido
realizados na procura por novas drogas. A busca de novos compostos esta
relacionada a adocdo de diferentes estratégias na pesquisa, como por exemplo, a
sintese de novos derivados com foco em um alvo especifico e a triagem de
bibliotecas de compostos sintéticos e naturais com semelhancas estruturais a uma
droga de reconhecida atividade. Diversas vias metabdlicas do parasito tém sido
investigadas como possiveis alvos terapéuticos, incluindo a biossintese de
ergosterol, metabolismo da tripanotiona, cisteina protease, metabolismo de
pirofosfato, sintese de proteinas ou DNA (SALOMAO; MENNA-BARRETO; DE
CASTRO, 2016).

Normalmente a sintese de novos compostos é feita com a manutencdo do
grupamento farmacoforo de substancias com atividades ja conhecidas visando o

aumento da lipofilicidade, possibilitando uma acéao intracelular da droga. Quando se
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trata de doencas negligenciadas outra estratégia adotada é o reposicionamento de
drogas ja utilizadas para outras doencas com o objetivo de serem testadas para DC,
encurtando assim algumas etapas no desenvolvimento de um novo tratamento
(GASPAR et al., 2015). A combinacgao de diferentes compostos que visa uma maior
eficAcia e menor toxicidade também é uma estratégia terapéutica de estudo
recomendado (COURA, 2009).

De acordo com a OMS, um bom agente quimioterapico deve cumprir com
varios requerimentos incluindo: (a) cura parasitolégica de casos agudos e cronicos;
(b) alta atividade sobre tripomastigotas sanguineos e amastigotas intracelulares com
alto nivel de acumulo dos tecidos e sobre diferentes cepas de T. cruzi; (c) néo
inducdo de resisténcia parasitaria; (d) tratamento por administracdo oral e
preferencialmente com poucas doses; (e) baixa toxicidade ao paciente, sem efeitos
genotdxicos e teratogénicos, sendo o medicamento disponivel a criancas, adultos e
mulheres em fase reprodutiva; e (f) estabilidade e baixo custo de producéo e

comercializacdo (NAWAKA; HUDSON, 2006).
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1.5 Compostos testados

Como alternativas para o tratamento da DC alguns compostos estdo sendo
testados pelo nosso grupo, in vitro e in vivo, dentre 0s quais se destacam: inibidores
da biossintese de ergosterol (IBEs) e os nitroimidazois (SALOMAO; MENNA-
BARRETO; DE CASTRO, 2016).

1.5.1 Inibidores da biossintese de ergosterol (IBEs)

O ergosterol € o esterol mais importante na composicdo da membrana
plasmatica de fungos e protozoarios, sendo que € esse 0 componente que confere
propriedades fisicas fundamentais a membrana plasmatica desses seres, tal como
fluidez e permeabilidade (URBINA, 2010).

Esse lipideo é sintetizado por uma via complexa que envolve diversas
enzimas, sendo que a inibicdo desta via pode ser realizada tendo como alvo,
diversas etapas e enzimas, mas a etapa que vem sendo mais bem estudada
atualmente € a que envolve a Cl4a-esteroldemetilase (CYP51). Esta enzima é
eficientemente inibida por substancias azélicas, que levam a perda das
caracteristicas de fluidez das membranas, levando o microorganismo a morte
(LEPESHEVA; VILLALTA; WATERMAN, 2011).

Usando a estratégia de reposicionamento de drogas, IBEs desenvolvidos
originalmente contra fungos, estdo sendo testados no T. cruzi, uma vez que 0
parasito também possui esta via metabdlica. Assim, os IBEs, tal como os triazéis,
apresentam-se como uma alternativa viavel e promissora para o desenvolvimento de
novos farmacos mais eficazes no tratamento da DC (SALOMAO; MENNA-
BARRETO; DE CASTRO, 2016). Alguns destes inibidores ja foram inclusive
avaliados sobre o T. cruzi, dentre eles um que se destaca é o posaconazol (Pz) que
apresentou atividade consideravel em modelos murinos agudos e crdnicos para a
DC (URBINA et al., 1998; MOLINA et al., 2000). Pz ja foi submetido a testes clinicos
de fase Il, em pacientes na fase crénica de DC; e embora tenha sido eficaz em
modelos animais, ele ndo foi capaz de promover a cura nos pacientes portadores da
doenca crénica (MOLINA et al., 2014). Um dos fatores que inviabiliza o uso do Pz é

sua baixa biodisponibilidade oral e seu alto custo de producéo, ja que seu processo
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de sintese envolve mais de 20 etapas complexas (LEPESHEVA; VILLALTA,
WATERMAN, 2011; URBINA, 2015).

1.5.2 Nitroimidazois

O Bz é um derivado nitroimidazdlico, utilizado no tratamento etiolégico da DC
desde a década de 60. No entanto, até os dias de hoje o0 mecanismo de acdo desse
farmaco ainda ndo estd completamente elucidado, porém ja se sabe que Bz em
concentracdes tripanocidas ndo induz a producdo o ion superoxido e peréxido de
hidrogénio (DOCAMPO, 1979; MORENO et al., 1982), portanto seu mecanismo de
acao nao esta relacionado com a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Foi proposto entdo, que o Bz seja reduzido por via anaerdbia e/ou através de
modificagcdes covalentes de macromoléculas por derivados nitroreduzidos, formando
um metabdlito intermediario, que se liga covalentemente a lipideos, ao DNA e a
proteinas (POLAK; RICHLE, 1978; DIAZ-DE-TORANZO et al., 1988).

Outro composto nitroimidazélico caracterizado como um potente agente
microbicida e também tripanocida é o Megazol (Mg), (FILARDI; BRENER, 1982; De
CASTRO; MEIRELLES, 1990). A investigacdo do Mg para uso na quimioterapia da
DC é de grande interesse, pois 0 mesmo se mostrou efetivo sobre cepas resistentes
a Nif e a Bz. O mecanismo de acéo sobre protozodrios € atribuido a sua capacidade
em interferir no metabolismo de tidis, especialmente a tripanotiona, substrato da
tripanotiona redutase (VIODE et al., 1999; MAYA et al., 2003). Apesar da sua
potente acao tripanocida, este composto ndo foi aprovado para o uso na clinica
devido a relatos do seu potencial mutagénico e genototoxico in vivo (NESSLANY et
al., 2004; POLI et al., 2002).

Com a investigacdo de analogos de Mg comprovou-se que O grupo nitro é
responsavel pela mutagenicidade e genotoxicidade. Visando contornar este
problema, diferentes séries de derivados de megazol tém sido sintetizadas e
ensaiadas sobre o T. cruzi, sendo que varios derivados ja se mostraram ativos sobre
o parasito (CARVALHO et al., 2014).
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1.6 Objetivos

1.6.1 Geral

Identificar compostos mais eficientes para o tratamento etiologico da DC.

1.6.2 Especificos

e Determinar o efeito in vitro de compostos hibridos, sintetizados a partir do
protétipo piridinico (inibidor de CYP51) com a subunidade 1,3,4-tiadiazélica do
Mg sobre tripomastigotas sanguineos e amastigotas de T.cruzi, da cepa Y (Tcll)
e cepa Tulahuen (TcVI);

e Determinar a toxicidade dos compostos mais ativos sobre macrofagos peritoneais
e células cardiacas de embrides de camundongos;

e Correlacionar atividade sobre T. cruzi com a estrutura quimica dos compostos;

e Determinar o mecanismo de acdo dos compostos mais ativos e com menor

citotoxicidade.
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2. DESENVOLVIMENTO
2.1 Metodologia
211 Sintese dos compostos

Os compostos testados neste trabalho foram sintetizados pelos Drs. Carlos
Alberto Manssour Fraga (LASSBio, UFRJ) e Rosana Freitas (LASSBio, UFRJ)
(Figura 6). S@o eles: 1947, 1948, 1949, 1959, 1947HCI, 1948HCI, 1949HCI,
1959HCI, RF-4P, RF-20, RF-17, RF-6AID, RF-7, RF-40B, RF-1, 2034, 2035, 2033,
2031, 2030, 2085, 2035HCI, 2035 complexada ao Ruténio e 2086. Estes
compostos seguiram o planejamento estrutural baseado na hibridacdo molecular de
um protétipo piridinico, j& descrito na literatura como um inibidor da biossintese de
ergosterol, agindo sobre a enzima de T. cruzi, CYP51 (HARGROVE et al., 2013), e a
subunidade 1,3,4-tiadiazélica do Mg, composto este com potente acdo tripanocida
(SALOMAO et al.,2010; POLI et al., 2002). O radical p-fluor-fenil foi adicionado a
alguns desses compostos, pois como ja foi descrito na literatura, a presenca do
mesmo confere protecdo aos grupos farmacoféros dessas moléculas, uma vez que

esse radical é extremamente eletronegativo (GILLIS et al., 2015).
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Figura 6: Planejamento estrutural dos compostos hibridos do protétipo piridinico, com a subunidade
1,3,4-tiadiazdlica do Mg.
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2.1.2 Parasitos

Para os ensaios sobre o T. cruzi foram utilizadas as cepas: Tulahuen, que é
geneticamente modificada para expressar o gene da [3-galactosidase de Escherichia
coli (ROMANA et al., 2010); e a cepa Y, cuja forma tripomastigota, foi obtida de
camundongos albinos Swiss infectados no pico da parasitemia (7° dias pos-
infeccédo).

Todos os experimentos foram executados de acordo com as orientacdes
estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL), pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fundagdo Oswaldo Cruz
(CEUA-Fiocruz), por meio da licenca LW 16/13, e sob as regras internacionais de
cuidados na manipulacdo de animais e agentes patogénicos (“Guidelines on the
Cared and Use of Animals for Experimental Purposes and Infectious
Agents/NACLAR?”). Os animais experimentais foram cedidos pelo Centro de Criag&o

de Animais de Laboratorio (CECAL) da Fundacédo Oswaldo Cruz.

2.1.3 Avaliacao do efeito dos compostos sobre T. cruzi dacepaY

Os ensaios com a forma tripomastiogota sanguinea foram realizados em
placas de 96 poc¢os, com concentracfes dos compostos que variaram de 0,07 a
1000 pM e com uma concentracdo final de 5x10° parasitos/ml em meio RPMI 1640
(LGC Biotecnologia) suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) (Cultlab), 1% L-
glutamina (Sigma-Aldrich) e 1% penicilina-estreptomicina (10.000 unidades) (Sigma-
Aldrich), por 24 h a 37°C e atmosfera com 5% de COz, na auséncia de sangue. A
atividade foi expressa pelo parametro ICsy que corresponde a concentracdo do
composto que lisa 50% do parasito. Foram realizados pelo menos trés experimentos
independentes para o célculo da média e do desvio padrao.

Para a avaliacdo sobre amastigota intracelular, culturas priméarias de células
cardiacas de embribes de camundongos (MEIRELES, 1986) foram infectadas com
tripomastigotas por 24h, na razdo de 10:1 (parasito:célula). Apés o periodo de
interacdo dos parasitos de 24h, a cultura foi lavada para que fossem removidos 0s
parasitos ndo internalizados e os compostos foram adicionados nas concentragbes
de 100 a 1000 uM e por 24 e 48 horas. A sequir, as culturas foram fixadas e coradas

pelo método de Pandtico Rapido (Laborclin) para posterior quantificacéo da infeccao
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e do numero de parasitos através da microscopia optica de campo claro. O resultado
foi expresso através do percentual de infec¢édo e indice endocitico (IE), que se refere
ao numero de parasitos/100 células, correlacionando assim o percentual de infeccdo

com o numero de parasitos por célula infectada.

2.1.4 Avaliacao do efeito dos compostos sobre T. cruzi da cepa Tulahuen

Para avaliar os efeitos dos compostos sobre amastigotas intracelulares da
cepa Tulahuen, foi utilizada a linhagem de fibroblastos L929, obtida da “American
Type Culture Collection” (Manassas, VA). Essas células foram infectadas com
tripomastigotas desta cepa, que expressam o gene da [3-galactosidase de E. coli, na
razdo de 10:1 (parasito:célula), por 2h. A cultura foi mantida por 48h para o
estabelecimento da infeccdo e em seguida, a mesma foi tratada com os compostos
com concentracdes que variaram de 0,15 a 10 pM, por mais 96 h a 37°C. Apoés esse
periodo foi adicionado o reagente glicosideo vermelho de clorofenol (CPRG) (Sigma-
Aldrich) em solugédo Nonidet P40 (Sigma-Aldrich) e a placa foi incubada por mais
18h. Apéds esse periodo foi realizada a leitura em 570 nm em espectrofotdmetro
(SpectraMax M3). O resultado foi expresso em percentual de inibicdo parasitéria,

comparando com células infectadas e ndo tratadas (ROMANHA et al., 2010).

2.1.5 Avaliacdo da toxicidade in vitro sobre células de mamiferos

Culturas de macrofagos peritoneais obtidas a partir do lavado peritoneal de
camundongos albinos Swiss, ndo infectadas, foram tratadas com os compostos com
concentracbes que variaram de 50 a 1000 puM por 24h para a avaliacdo da
toxicidade para células de mamiferos. Os compostos com maior indice de
seletividade foram testados também em culturas primarias de células cardiacas de
embribes de camundongos nos tempos de 24 e 48h. Para a avaliacdo da viabilidade
celular utilizou-se o reagente PrestoBlue (Invitrogen) e 0 ensaio se baseia na reagéo
de Oxido-reducdo através da reducdo do reagente resazurina pelo sistema de
transporte de elétrons das células viaveis. A fluorescéncia foi medida em fluorimetro
(SpectraMax M3) com emissdo de 590nm, para determinacdo do valor de LCso,
concentracdo que reduz em 50% a viabilidade celular. Com esse resultado é

possivel calcular o indice de seletividade (IS), que é a razdo do LCsg sobre a célula
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hospedeira e o ICsy sobre o parasito, que indica 0 quanto o composto é mais toxico
sobre o parasito do que sobre as células de mamiferos.

2.1.6 Analise dos parasitos tratados por citometria de fluxo

Tripomastigotas sanguineos, da cepa Y, foram tratados com o composto
selecionado por 24h nas concentracfes correspondentes aos valores de ICso € 1/2
ICs0e 2x 1Cs0. ApOs esse periodo de tratamento os parasitos foram marcados com
iodeto de propideo (PI) (Sigma-Aldrich), para avaliacdo da integridade de
membrana, na concentragao de 10 ug/ml, por 15 min a 37°C. Pl € um intercalante de
DNA que ndo penetra células viaveis, apenas células necroticas com dano na
membrana plasmatica.O dodecil sulfato de sédio (SDS) (Sigma-Aldrich) foi utilizado
como controle positivo.

Para avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), os
parasitos foram marcados com 10 uM por 30 min com dihidroetidio (DHE) (Sigma-
Aldrich). DHE é permeavel a membranas celulares e sofre oxidacdo por radicais
superoxidos a etideo, que por sua vez € um intercarlante de DNA e permanece no
interior da célula (ZHAO et al.,, 2003). A antimicina A (Sigma-Aldrich) foi utilizada
como controle positivo, ja que a mesma se liga a sitios especificos da citocromo ¢
redutase (complexo Il da cadeia transportadora de elétrons), interrompendo a
formacdo do gradiente de prétons pela membrana interna mitocondrial, inibindo
assim, a producéo de ATP e gerando grande quantidade de superdxido.

Por fim, para a analise do potencial de membrana mitocondrial (AWm) os
parasitos foram marcados com 10 nM de metil éster de tetrametilrodamina (TMRE)
(Sigma-Aldrich) por 30 min a 37°C. O TMRE trata-se de uma molécula permeavel
carregada positivamente, que se acumula na mitocondria ativa, devido a carga
negativa da organela. Uma mitocondria inativa ou despolarizada tem um menor
potencial de membrana e falha em sequestrar o TMRE. Como controle da
dissipacao do AWm, os parasitos foram pré-tratados com 10uMde carbonilcianeto 4-
(trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) (Sigma-Aldrich) por 30min. O mesmo é um
iono6foro desacoplador da fosforilacdo oxidativa, responsavel pela anulacdo da

marcagao mitocondrial pelo TMRE.
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Foram capturados 10.000 eventos em cada condicdo no citbmetro
FACSCalibur (Becton-Dickinson, CA, USA). Usando o programa Summit, foi avaliado

o percentual de células marcadas e a mediana da fluorescéncia emitida.

2.1.7 Analise dos parasitos por microscopia eletrénica de transmisséo

Tripomastigotas (5x10° parasitas/ml) foram tratados por 24h com o composto
selecionadonas concentracdes correspondentes ao ICspe 2X 1Cso. O material foi
processado para microscopia eletrénica de transmisséo de rotina. Apos sucessivas
lavagens, os parasitos foram fixados por 40 min a temperatura ambiente em 2,5%
de gluteraldeido (Sigma-Aldrich). Posteriormente as amostras foram lavadas e pos-
fixadas por 30 min a temperatura ambiente em 1% tetréxido de 6smio (Merck)
acrescido de 0,8% ferricianeto de potassio e 2,5mM CaCl; (Sigma-Aldrich). A seguir
as amostras foram desidratadas em concentragOes crescentes de acetona (Sigma-
Aldrich). O material foi impregnado com uma mistura de acetona e resina EPON
(Sigma-Aldrich) “overnight”, a seguir em resina pura por 4h a temperatura de 22-
28°C, sendo entdo incluido em nova amostra de resina pura e polimerizado por 3
dias a 60°C. Cortes ultrafinos foram obtidos com ultramicrétomo e contrastados com
acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados ao microscépio eletronico de
transmissao Jeol JEM1011 (Plataforma Tecnologica de Microscopia Eletrbnica do

Instituto Oswaldo Cruz).
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2.1.8 Analise dos parasitos por microscopia eletrénica de varredura

Tripomastigotas (5x10° parasitas/ml) foram tratados por 24h com o composto
selecionado nas concentracfes correspondentes ao ICspe 2X ICso. O material foi
processado para microscopia eletrénica de varredura de rotina. Apds sucessivas
lavagens, os parasitos foram fixados por 40 min a temperatura de 22-28°C em 2,5%
de gluteraldeido (Sigma-Aldrich). Posteriormente as amostras foram lavadas e pos-
fixadas por 30 min a temperatura ambiente em 1% tetroxido de 6smio (Merck). A
seguir as amostras foram aderidas em laminulas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich),
desidratados em etanol (Sigma-Aldrich) e secos pelo método do ponto critico. As
células foram metalizadas com ouro antes de serem observadas e fotografadas pelo
microscopio eletrénico de varredura (JEOL-JSM-6390-LV) (Plataforma Tecnologica

de Microscopia Eletronica do Instituto Oswaldo Cruz).
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2.2 Resultado e Discussao

Dos 23 compostos testados sobre a forma tripomastigota sanguinea (cepa Y),
8 apresentaram atividade melhor do que os IBEs de referéncia, Pz e Cz, sendo
estes: 1947, 1947HCI, 2033, 2034, 2086, 2035, 2035HCI e 2035/Ru (Quadro 1). Os
compostos 2035 e 2035HCI tiveram atividade superior aos nitroimidazois de
referéncia, Mg e Bz, sendo esses 0s compostos com maior atividade tripanocida da
série (ICs0/24h= 6,7 uM e 3,6 UM, respectivamente). A notavel atividade do composto
2035 é explicada pela insercdo de um segundo atomo de nitrogénio, ligando o anel
triazolico com a pirimidina. A partir da molécula 2035, foram sintetizados 2035HCI e
2035Ru (Figura 7), com o objetivo de aumentar a atividade tripanocida, o que de
fato, aconteceu com a molécula 2035HCI que teve maior atividade com a insercao
de um &tomo de cloro em sua composi¢do, tornando a mesma mais polar. Contudo,
0 mesmo nao foi observado com o composto 2035Ru que teve sua agao sobre o
parasito diminuida com a inser¢cdo do atomo de ruténio.

Os compostos 1947 e 1947HCI também apresentaram boa atividade sobre o
parasito, sendo o 1947HCI (ICs0/24h= 10,24 pM) mais ativo que 0 1947 (ICso/24h=
16,6 uM) (Figura 8). Essa maior acao tripanocida pode ser explicada pela presenca
do atomo de cloro ligado a pirimidina. O grupo de pesquisa do Drs. Carlos Alberto
Manssour Fraga (LASSBio, UFRJ) acredita que a insercado desse halogénio torna a
molécula mais polar, facilitando assim a permeabilidade dessa droga para o meio
intracelular. Contraditoriamente, a presenca do atomo de cloro nas moléculas
1948HCI e 1959HCI diminuiu a atividade tripanocida das mesmas.

Os compostos com menor atividade sobre o T. cruzi foram: RF-4P, RF-17 e
RF-7. A baixa acao tripanocidade RF-7 e RF-4, sugere que a abertura do anel
triazolico desses compostos ndo favorece a atividade dessas drogas contra o
parasito (Figura 9). A baixa atividade de RF-17, composta apenas pelo anel
triazolico e pela pirimidina, refor¢ca a importancia do radical p-fluor-fenil, cuja funcéo
€ preservar os grupamentos farmacoforos dessas moléculas (GILLIS et al., 2015).

Alguns compostos foram selecionados, de acordo com a sua estrutura
quimica e atividade tripanocida, para a avaliacdo da citotoxicidade em células de
mamiferos. Para isso foram usados macrofagos peritoneais tratados por 24 h. Com

os valores de LCso/24h foi possivel calcular o IS das mesmas (Quadro 1).
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A maioria dos compostos foi mais ativa sobre o parasito do que sobre
macréfagos peritoneais. As Unicas excecbes dessa série foram o0s compostos
1948HCI e 1959HCI. As duas drogas com maior IS em macréfagos foram 2035 e
1947HCI (IS= 66,1 e 66,6; respectivamente). Por essa razdo esses compostos foram
selecionados para serem testados em culturas primarias de células cardiacas de
embrides de camundongos, que costumam ser mais sensiveis para testes de
citotoxicidade (Quadro 2).

Os resultados indicaram que o composto 1947HCI também foi pouco toxico
sobre cardiomiocitos, porém o mesmo resultado néo foi observado com o composto
2035, que apresentou uma toxicidade maior sobre os cardiomiocitos quando
comparados aos macréfagos peritoneais. Por esta razdo a continuidade dos ensaios
para avaliacdo da atividade sobre amastigotas intracelulares deu-se apenas com o
composto 1947HCI. Para tal, foram usadas culturas primérias de células cardiacas,
infectadas com tripomastigotas sanguineos e posteriormente tratadas com o
composto nos tempos de 24 e 48 h. Apds esse periodo as culturas foram fixadas e
coradas para avaliacdo da atividade do composto através da quantificacdo do
percentual de infeccdo e o numero de parasitos por célula infectada. Resultados
preliminares indicam uma reducdo do indice endocitico (IE), em todas as
concentracbes e em ambos os tempos de tratamento, porém serdo necessarios

mais experimentos para melhor avaliacdo desse parametro (Figura 10).
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Quadro 1: Atividade dos compostos hibridos sobre a forma tripomastigota de T.
cruzi (cepa Y) expressa através do parametro 1Cso/24h. Citotoxicidade dos mesmos
sobre macrofagos peritoneais expressa atraves do parametro LCso/24h, e o calculo

do indice de seletividade (IS), que € a razéo do LCsy/24h pelo ICso/24h.

Composto tr:ggorf:;i(guggs HCsl fg?aé%'\g) IS M@
sanguineos (37°C)
1947 16,6 £ 0,9° 401,31% + 41,38" 24,18
1948 226,5+ 17,6 >1000 4,42
1949 190,4 + 19,7 192,62 + 5,8 1,01
1959 81,2+5,9 119,65 + 8,78 1,47
1947 HCI 10,24 + 2,61 682,00 + 57,89 66,60
1948 HCI 541,32 + 38,16 206,02 + 17,54 0,38
1959 HCI 170,80 + 13,71 147,49 + 22,64 0,86
RF-4P >1000 - -
RF-20 832,9 + 48,1 - -
RF-17 >1000 - -
RF-6AID 338,4 + 33,0 - -
RF-7 >1000 - -
RF-40B 340,5 + 45,0 - -
RF-1 215,0+ 6,9 - -
2034 9,3+3,0 56,09 + 4,79 6,03
2035 6,7+0,8 4433 + 13,7 66,1
2033 95+23 72,84 + 2,45 7,67
2031 21,6 3,7 102,70 +10,63 4,75
2030 168,6 + 25,8 412,82 + 41,22 2,44
2085 182,9 + 11,7 391,7 + 23,7 2,14
2035 HCI 3,6+0,5 96,66 *+ 8,26 26,85
Comzpdgdse Ru 12,0+ 1,4 125,05 + 25,19 10,42
2086 522+7,11 Nd Nd
Cetoconazol 118,3+ 16,1 271,71+ 37,77 2,30
Posaconazol >500 104,63 + 19,63 < 0,20
Megazol 9,9+0,8 Nd Nd
Benznidazol 10,3+ 1,36 >4000 >400

®Média de no minimo 3 experimentos em duplicata;bDesvio padr&o; © Ndo determinado.
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Figura 7: Estrutura quimica das moléculas mais ativas contra o T. cruzi, destacando o anel triazélico
(em azul), a pirimidina (em vermelho) e um segundo atomo de nitrogénio fazendo a ligagdo entre
esses dois grupamentos (em laranja). Na figura, também esta em destaque a insercdo do &tomo de
cloro na molécula 2035HCI (em verde); e a insercdo do complexo de ruténio no composto 2035Ru

(em lilas).
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Figura 8: Estrutura quimica do composto 1947 e 1947HCI, mostrando a insercdo do atomo de cloro

na pirimidina (em amarelo).
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Figura 9: Estrutura quimica dos compostos menos ativos, salientando a abertura do anel (em laranja),

0 anel triazolico (em azul) e a pirimidina (em vermelho).

Quadro 2: Citotoxicidade dos compostos 2035 e 1947HCI sobre culturas primarias
de células cardiacas, expressa através do parametro LCs, € 0 IS, nos tempos de 24
e 48 h.

_ _ LCso/24h (UM) LCso/48h (M) ISMC ISMC
Composto tripomastigotas . .
) Cardiomiocitos  Cardiomiocitos 24h 48h
sanguineos
1947 HCI 10,24 + 2,61  423,79*+52,74°> 333,61*+50,98° 41,38 32,57
2035 6,7+0,8 29,86 + 4,30 16,67 + 2,81 4,45 2,48

®Média de no minimo 3 experimentos em duplicata; *Desvio padrao.
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Figura 10: Dados preliminares do indice endocitico (IE). Culturas primarias de células cardiacas

tratadas por 24 (A) e 48 h (B) com o composto 1947HCI, em diferentes concentracdes (n=2).

Buscando investigar o mecanismo de acdo do composto 1947HCI sobre
tripomastigotas sanguineos foi feita a avaliacdo do possivel dano de membrana
plasmatica (Figura 11), da geracdo de ROS (Figura 12) e no potencial
hidrogenidnico da membrana mitocondrial (Figura 13), ap6s o tratamento por 24h.
Tal abordagem foi necessaria uma vez que 0s possiveis mecanismos de acao dessa
série de drogas sdo: a inibicdo da enzima CYP51, essencial para a biossintese de
ergosterol, um importante componente da membrana plasmatica (LEPESHEVA et
al., 2011); e a geracdo de ROS (VIODE et al., 1999). Curiosamente, os resultados
indicaram ndo haver aumento na geracao de ROS e dano na membrana plasmatica.
No entanto, ha reducdo no potencial de membrana mitocondrial dos parasitos
tratados com 20 UM (2x ICs0/24h) do composto 1947HCI, através do percentual de
células positivas para TMRE, porém essa diferenca néo foi significativa.
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Figura 11: Marcacdo de Pl em tripomastigotas tratados com 1947HCI por 24h em diferentes

concentracdes. (A) Mediana da intensidade de fluorescéncia e (B) % células marcadas com PI.
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Figura 12: Marcacdo de DHE em tripomastigotas tratados com 1947HCI por 24h em diferentes

concentracdes. (A) Mediana da intensidade de fluorescéncia e (B) % células marcadas com DHE.
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Figura 13: Marcacdo de TMRE em tripomastigotas tratados com 1947HCI por 24h em diferentes

concentracoes.

Com relagdo a ultraestrutura dos parasitos tratados com 1947HCI, resultados
preliminares mostraram que 0s parasitos submetidos ao tratamento por 24h e
processados para MET, apresentam a formacao de “blebs” da membrana plasmatica
do corpo e do flagelo dos parasitos, tais estruturas podem ser vesiculas
caracteristicas de células em processo de apoptose (Figura 14) (MENNA-BARRETO
et al., 2009). Além disso, observaram-se muitas células com o cinetoplasto em forma
de barra, formato caracteristico de amastigotas (De SOUZA, 2009) (Figura 15). Ja a
analise da MEV evidenciou que o tratamento com o composto 1947HCI gerou
retracdo no corpo do parasito, o que levou ao arredondamento do corpo do parasito,
similar ao observado na forma amastigota, como também a perda da estrutura

flagelar, corroborando os resultados observados em MET (Figura 16).
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Figura 14: Andlise ultraestrutural de tripomastigotas: (a) controle com morfologia tipica de
cinetoplasto (K), nucleo (N) e mitocdndria (M); (b-d) tripomastigotas tratados com 10 uM (ICsy/24h)
1947HCI com a formagdo de “blebs” na membrana plasmatica do corpo do parasito (seta fina) e no
flagelo (cabeca de seta).
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Figura 15: Andlise ultraestrutural de tripomastigotas tratados com 10 uM (ICso/24h) de 1947HCI,

evidenciando a altera¢&o cinetoplasto, que se encontra em forma de bastdo (cabeca de seta).

Figura 16: Analise da microscopia de varredura de tripomastigotas: (A) controle com morfologia
tipica, tripomastigotas com forma alongada e flagelo localizado lateralmente, na regido posterior do
parasito; (B-D) tripomastigotas tratados com 10uM 1947HCI por 24 h mostrando a retracdo e o

arredondamento do corpo do parasito e a perda da estrutura flagelar (seta fina).
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Os compostos mais ativos da série foram selecionados para testes na cepa
Tulahuen, que permite um maior tempo de tratamento (96h) e uma avaliagdo do
composto sobre um parasito pertencente a uma DTU diferente da cepa Y (Quadro
3). Tal abordagem foi necessaria uma vez que um dos possiveis mecanismos de
acdo desses compostos € a inibicdo da enzima CYP51, responsavel pela
biossintese de ergosterol, sendo, portanto, necessario um maior tempo de exposi¢do
a droga para que haja perda de fluidez na membrana do parasito causando a morte
desse microorganismo.

Os compostos mais ativos até o momento foram o 2035 e 2033 (Figura 17).
Ambos foram mais ativos sobre amastigotas intracelulares da cepa Tulahuen do que
os IBEs de referéncia Cz e Pz, nessas condi¢cdes. A droga 2033 possui além do anel
tiadiazolico, duas pirimidinas em sua estrutura quimica. A existéncia de trés
grupamentos farmacéforos pode explicar a excelente atividade tripanocida dessa
molécula em ambas as cepas testadas (Y e Tulahuen).

Os compostos 1947HCI, 1948HCI e 1959HCI, também tiveram suas
atividades tripanocidas testadas sobre a cepa Tulahuen, porém no primeiro ensaio
de dose Unica, com tratamento de 10 uM, eles ndo atingiram o percentual de inibi¢cao
parasitaria maior que 50%, e devido a essa baixa atividade, novos ensaios com

esses compostos serdo feitos utilizando maiores concentragoes.

Figura 17: Estrutura quimica das moléculas mais ativas contra o T. cruzi da cepa Tulahuen,
destacando o anel triazélico (em azul), a pirimidina (em vermelho), o segundo &tomo de nitrogénio

fazendo a ligacao entre esses dois grupamentos (em laranja).
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Quadro 3: Efeito dos compostos hibridos sobre formas intracelulares da cepa
Tulahuen de T. cruzi. As culturas infectadas foram tratadas por 96 h, e o resultado foi
expresso através do parametro ICs/96h que corresponde a concentracdo do

composto que inibe em 50% a proliferacdo do parasito.

IC50/96h (UM) parasitos
Composto intracelulares cepa
Tulahuen (37°C)
1947 11,00 +2,2°
1948 68,2+ 1,5
1949 135,4 + 44,7
1959 Nd°
1947 HCI Nd
1948 HCI Nd
1959 HCI Nd
2033 1,67 £ 0,16
2031 4,18 + 0,31
2034 3,86 £ 0,20
2035 1,70 £ 0,25
Cetoconazol 24+0,1
Posaconazol 26+04

dMédia de no minimo 3 experimentos em duplicata;bDesvio padréo; © Ndo determinado.
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3. CONCLUSOES

e Dos 23 compostos testados sobre a cepa Y, 8 apresentaram excelente atividade
sobre tripomastigotas sanguineos de T. cruzi sendo mais ativos do que IBEs de
referéncia: Cz e Pz. Dois compostos (2035 e 2035HCI) foram mais ativos que 0s
nitroimidazois de referéncia: Mg e Bz. Resultados com amastigotas intracelulares
sugerem que o tratamento com o composto 1947HCI diminui o IE em todas as
condi¢cbes testadas. Nos ensaios com a cepa Tulahuen os compostos 2033 e
2035 foram os mais ativos sobre o parasito.

¢ A maior parte dos compostos foi mais toxica sobre o parasito do que sobre
macréfagos peritoneais, com excecdo as drogas 1948HCI e 1949HCI. O
composto 1947HCI foi o mais seletivo da série, sendo esse pouco toxico em
macrofagos peritoneais e cardiomiécitos;

e A insercdo do atomo de cloro aumentou a atividade tripanocida dos compostos
1947 e 2035. As estrutura quimica das drogas menos ativas indicam que a
presenca do radical protetor é fuldamental para a manutencdo da atividade da
droga sobre o parasito, assim como a subunidade 1,3,4-tiadiazolica.

e Com relacdo ao mecanismo de acao da droga 1947HCI foi possivel observar na
analise ultraestrutural a formagao de “blebs” de membrana do corpo e do flagelo;
alteracdes no formato do cinetoplasto; arredondamento e perda do flagelo nos
parasitos tratados com essa droga. Ja os resultados da citometria indicam nao
haver aumento na geracdo de ROS; dano de membrana plasmatica nos parasitos

tratados e perda do potencial de acdo de membrana mitocondrial;
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