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RESUMO

A doenca de Chagas e as leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas
causadas, respectivamente, pelos tripanossomatideos Trypanosoma cruzi e
Leishmania spp., que afetam milhdes de pessoas, sobretudo em regides de clima
tropical, e apresentam terapias limitadas, caracterizadas por alta toxicidade e ja foram
identificadas cepas resistentes aos medicamentos atualmente disponiveis. Dessa
forma, ha uma necessidade urgente de identificar novos compostos com potencial
terapéutico. Este projeto avaliou, in vitro, duas classes de compostos que
apresentaram potencial acao tripanocida e leishmanicida na literatura, sendo elas as
ftalimidas e os piridil-tiazéis. No total, foram testados 19 compostos, sendo 10
similaridade ao grupo farmacoférico ftalimida, desenhados por técnicas in silico e
direcionados a alvos dos tripanossomatideos, e nove, com similaridade ao grupo
farmacofaorico piridil-tiazol. Foram realizados ensaios para determinar a citotoxicidade
em macrofagos RAW 264.7 e fibroblastos L929, a atividade antiparasitaria sobre
cepas de T. cruzi e Leishmania spp. transfectadas com a enzima beta-galactosidase
de Escherichia coli, a producéo de éxido nitrico e a quantificacdo de citocinas por meio
do ensaio de CBA, utilizando citometria de fluxo. A partir dos valores de CCs, e ICs,
foi calculado o indice de seletividade (IS), e dos trés compostos que obtiveram IS =
50, os dois com o IS mais altos foram selecionados para 0s ensaios de
imunomodulagdo. Dessa forma, as ftalimidas foram testadas contra o T. cruzi e
apresentaram baixa atividade tripanocida. Ja os piridil-tiazois foram testados contra o
T. cruzi e a Leishmania spp., 0s nove compostos apresentaram boa atividade
tripanocida, entretanto, nenhum deles apresentou atividade leishmanicida satisfatoria.
Deste modo, os piridil-tiazéis 7 e 10 avancaram para a avaliacdo de imunomodulacéo,
na qual o composto 10 estimulou a producdo de 6xido nitrico, enquanto ambos
induziram aumento de IL-6 e reducéo de IL-10, citocinas associadas a resisténcia e a
suscetibilidade a doenga de Chagas, respectivamente. Esses resultados indicam que
os piridil-tiazéis 7 e 10 sdo promissores candidatos para o desenvolvimento de novos
farmacos contra a doenca de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Leishmania spp.. Ensaios pré-clinicos.
Ftalimidas. Piridil-tiazois.



SILVA, Julia Arisa Moraes e. Evaluation of synthetic compounds with potential
activity against Chagas disease and leishmaniasis: in vitro approaches. 2025. 49
pages. Trabalho de Concluséao de Curso (Graduac&do em Biomedicina) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Chagas disease and leishmaniases are neglected tropical diseases caused,
respectively, by the trypanosomatids Trypanosoma cruzi and Leishmania spp., which
affect millions of people, mainly in tropical regions. These diseases have limited
therapeutic options, characterized by high toxicity, and resistant strains to currently
available drugs have already been identified. Therefore, there is an urgent need to
identify new compounds with therapeutic potential. This project evaluated, in vitro, two
classes of compounds that have shown potential trypanocidal and leishmanicidal
activity in the literature: phthalimides and pyridyl-thiazoles. In total, 19 compounds
were tested—10 with similarity to the phthalimide pharmacophoric group, designed
using in silico techniques and targeted to trypanosomatid proteins, and nine with
similarity to the pyridyl-thiazole pharmacophoric group.

Assays were performed to determine cytotoxicity in RAW 264.7 macrophages and
L929 fibroblasts, antiparasitic activity against T. cruzi and Leishmania spp. strains
transfected with the Escherichia coli 3-galactosidase enzyme, nitric oxide production,
and cytokine quantification using CBA assays via flow cytometry. Based on the CCs;,
and ICs, values, the selectivity index (SI) was calculated, and of the three compounds
that showed an Sl = 50, the two with the highest SI were selected for the
immunomodulation assays. Phthalimides were tested against T. cruzi and did show
poor trypanocidal activity. In contrast, pyridyl-thiazoles were tested against T. cruzi and
Leishmania spp.; all nine compounds showed good trypanocidal activity, but none
exhibited satisfactory leishmanicidal activity. Thus, pyridyl-thiazoles 7 and 10
advanced to immunomodulatory evaluation, in which compound 10 stimulated nitric
oxide production, while both compounds induced an increase in IL-6 and a decrease
in IL-10, cytokines associated with resistance and susceptibility to Chagas disease,
respectively. These results indicate that pyridyl-thiazoles 7 and 10 are promising
candidates for the development of new drugs against Chagas disease.

Key words: Trypanosoma cruzi. Leishmania spp.. Preclinical assays. Phthalimides.
Pyridyl-thiazoles.
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1 Introducéo

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) englobam um grupo de
enfermidades que acometem, principalmente, populacbes de baixa renda e estao
concentradas em regides de clima tropical (OMS, 2025). Entre essas doencas, a
doenca de Chagas e as leishmanioses se destacam, sendo causadas,
respectivamente, por protozodrios da espécie Trypanosoma cruzi e por parasitas do
género Leishmania spp. (OMS, 2024; DNDi, 2023). Esses tripanossomatideos
compartilham diversas caracteristicas estruturais e bioquimicas, o que permite a
identificacdo de alvos moleculares comuns que podem ser explorados no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Fiocruz, [s.d.]; Barrett e Croft,
2012).

Apesar do impacto significativo dessas enfermidades na salude publica, o
interesse da industria farmacéutica pelo desenvolvimento de novos farmacos é
limitado, devido ao baixo retorno financeiro associado a essas terapias (Weng; Chen;
Wang, 2018). Como resultado, as opcbes terapéuticas disponiveis apresentam
limitacbes importantes, como alta toxicidade e o surgimento de cepas resistentes,
sobretudo em fases cronicas da doenca (DNDi, 2023).

Nesse cenario, torna-se urgente a busca por novos compostos com potencial
terapéutico. Este estudo, avaliou, in silico, 19 compostos, pertencentes a duas classes
que apresentaram potencial acao antiparasitaria em estudos anteriores, sendo elas
dez ftalimidas e nove piridil-tiazéis. Esses compostos foram desenhados por técnicas
in silico e direcionados a alvos dos tripanossomatideos (Gomes et al., 2016; Silva et
al., 2025).

Dessa forma, os ensaios realizados incluiram a determinacéo da citotoxicidade
(utilizando o ensaio MTT em macrofagos RAW 264.7 e fibroblastos L929), a atividade
antiparasitaria (por meio do ensaio CPRG com cepas de T. cruzi e Leishmania spp.
transfectadas com a enzima beta-galactosidase de Escherichia coli). Apds esses
ensaios, 0s compostos que obtiveram boa atividade antiparasitaria, determinados pelo
indice de seletividade, o qual deve ser maior que 50 para T. cruzi e maior que 20 para
Leishmania spp., avancaram para 0S ensaios de imunomodulacdo, 0s quais
consistiram na dosagem de Oxido nitrico por ensaio colorimétrico (teste de Griess) e
de citocinas via citometria de fluxo (ensaio CBA), a fim de entender os possiveis

mecanismos de a¢do desses compostos.
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Com isso, a andlise em conjunto desses resultados, demonstrou que os piridil-
tiazois 7 e 10 séo potenciais candidatos terapéuticos contra a doenca de Chagas, pois
eles apresentaram elevada atividade tripanocida e foram capazes de induzir uma
imunomodulacdo pré-inflamatéria, ou seja, sdo compostos que, in vitro, levaram a

eliminacao do parasita.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENGAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As DTNs sdo um grupo de doencas causadas por diversas classes de
patdbgenos, como bactérias, virus e parasitas, que ocorrem, principalmente, nas
regides do planeta de climas tropicais. Estima-se que essas doencas afetem mais de
1 bilhdo de pessoas, enquanto cerca de 1,6 bilhdo necessitam de intervencdes
preventivas ou curativas (OMS, 2025).

As DTNs incluem a doenca de Chagas e as leishmanioses, todas elas estao
relacionadas com a pobreza, pois as mas condi¢cdes de vida dificultam o acesso a
cuidados médicos, diagnosticos e tratamentos preventivos (DNDi, [s.d.]a). Dessa
forma, observa-se a falta de atencdo da industria farmacéutica para com essas
doencas, pois o retorno financeiro em pesquisa e desenvolvimento de novas terapias
€ pouco atrativo. Portanto, foram poucos o0s agentes terapéuticos novos

desenvolvidos nos ultimos anos (Weng; Chen; Wang, 2018).

2.1.1 Doencga de Chagas

2.1.1.1 Viséo geral da doenca

A doenca de Chagas, também chamada de tripanossomiase americana, €
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. A distribuicdo geografica ocorre,
principalmente, em regides tropicais, sendo endémica em 21 paises da América
Latina; entretanto, com o processo de globalizacéo, a doenca tem sido encontrada em
outras regides, como Ameérica do Norte e Europa (OMS, 2024; Losada Galvan et al.,
2021).
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Estima-se que cerca de seis a sete milhdes de individuos no mundo estejam
infectados com o parasita, e que aproximadamente 75 milhdes estejam em risco de
infeccdo (OMS, 2025). No Brasil, no periodo de 2019 a 2023, foram registrados 1.846
casos de doenca de Chagas aguda no Sistema de Informacéo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) (BRASIL, [s.d.]c).

2.1.1.2 Sinais e sintomas

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas: a aguda e a crbnica. Na
fase aguda, observa-se a presenca de parasitas no sangue periférico; A fase aguda
estende-se por cerca de dois meses apos a infec¢ao e costuma ser assintomatica. Em
alguns casos, € possivel identificar sinais clinicos caracteristicos, como o chagoma de
inoculacao e o sinal de Romafia (edema bipalpebral unilateral). Na fase cronica, os
parasitas estdo presentes nos tecidos, principalmente nos cardiacos e musculares.
Assim, cerca de 20 a 30% das pessoas infectadas apresentam sintomas apos
algumas décadas; entre elas, aproximadamente 30% desenvolvem complicacfes
cardiacas, como insuficiéncia cardiaca, e cerca de 10% apresentam complicacfes
gastrointestinais, como dilatacédo do eséfago e do célon (OMS, 2024; OPAS, [s.d.]).

2.1.1.3 Ciclo da doenca

O Trypanosoma cruzi apresenta diversas formas evolutivas, que variam de
acordo com o ambiente em que se encontra, seja no vetor invertebrado ou no
hospedeiro mamifero.

As formas replicativas sdo as epimastigotas e as amastigotas; as nao
replicativas sdo as tripomastigotas metaciclicas e as tripomastigotas infectantes, as
guais estao presentes no inseto vetor e no mamifero, respectivamente (Fiocruz, [s.d.]).

A principal forma de transmissdo se da a partir dos insetos hematéfagos
infectados, entretanto, ha outros modos de contagio como transfusdo sanguinea,
transplante de Orgaos, transmissao vertical e consumo de alimentos infectados
(Cucunuba et al., 2024).

O vetor dessa doenga é o triatomineo hematéfago, conhecido como barbeiro,

gue habita rachaduras de casas rurais (OPAS, [s.d.]). Como visto na figura 1, o ciclo
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se inicia com o inseto ingerindo as tripomastigotas advindas do sangue de um
individuo infectado. Com isso, ocorre 0 processo de metaciclogénese no tubo
digestivo do vetor, que consiste na transformacdo da forma tripomastigota em
epimastigota; posteriormente, no intestino posterior, ocorre a diferenciagcdo em
tripomastigota metaciclica, que é a forma infectante (Fiocruz, [s.d.]).

Dessa maneira, quando o inseto vai se alimentar de sangue novamente, ele
libera o parasita na forma infectante junto com a urina e as fezes, que adentram a
corrente sanguinea do ser humano no ato de cocar a area da picada (OMS, 2024).
Assim, as tripomastigotas metaciclicas invadem as células presentes na regido da
picada, como macréfagos e fibroblastos, e se diferenciam em amastigotas. Essa forma
replicativa sofre divisdo binaria no interior da célula e se convertem em
tripomastigotas, as quais sao liberadas para a corrente sanguinea ap0s o rompimento
da célula. Assim, as tripomastigotas invadem novas células tanto do sitio de infec¢éo
qguanto de qualquer outro tecido, pois o parasita se dissemina através do sangue
(Fiocruz, [s.d.]).

Nessa dinamica de infeccédo, pode-se observar variacbes em relacdo aos
tecidos afetados e ao tempo de infec¢éo, pois fatores como o hospedeiro atingido e a
cepa de T. cruzi envolvida promovem uma ampla patogénese. Cada cepa do parasita
pode apresentar viruléncia, sensibilidade a drogas e tropismo tecidual diferentes
(Fiocruz, [s.d.]).



17

Trypanosoma cruzi
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Figura 1 — Ciclo da doenca de Chagas.

entram na corrente sanguinea.

Fonte: Adaptado de CDC — Centers for Disease Control and Prevention, 2021. Disponivel em:
https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/modules/Chagas_LifeCycle_lg.jpg. Acesso em:
03 mar. 2025.

2.1.1.4 Tratamento

A doenca de Chagas possui op¢des de tratamento bastante limitadas, pois ha
apenas dois farmacos disponiveis no mercado: benzonidazol e nifurtimox. Ambos os
farmacos sdo compostos nitro-heterociclicos que apresentam eficacia de 50% a 80%
na fase aguda da doenca. No entanto, sua eficacia é consideravelmente reduzida na
fase cronica, variando entre 8% e 20% (OMS, 2024; Sales Junior, 2017).

Os mecanismos de acdo desses medicamentos ainda nao foram
completamente elucidados, porém, a principal hipétese sugere que seja por meio do
estresse oxidativo, o qual desencadeia danos ao DNA e inibicdo da sintese proteica
(Mansoldo, 2020).

O tratamento sempre deve ser realizado na fase aguda, apés a identificagéo do
parasita no sangue periférico. Ja na fase crénica, é preciso avaliar cada caso de forma

individualizada. Em criancas com idade menor ou igual a 12 anos, o tratamento é


https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/modules/Chagas_LifeCycle_lg.jpg
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sempre recomendado, pois elas apresentam maior tolerabilidade ao farmaco.
Entretanto, em adultos, é preciso avaliar os beneficios em relacdo aos efeitos
adversos, os quais foram descritos em até 40% dos adultos tratados. Entre os efeitos
adversos, pode-se incluir a dermatopatia alérgica, a depressao da medula éssea e a
polineuropatia periférica. Dessa forma, o tempo de duracdo do tratamento, a idade e
as comorbidades que o paciente apresenta devem ser avaliadas para delinear o

tratamento quimioterdpico (OPAS, [s.d.]; Ferreira et al., 2019).

2.1.2 Leishmanioses

2.1.2.1 Viséo geral da doenca

As leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por mais de 20
espécies do protozoario Leishmania spp. e sdo transmitidas por mais de 90 espécies
de fémeas infectadas de flebotomineos. A doenca pode se manifestar em trés formas
principais: cutanea ou tegumentar, mucocutanea e visceral (Organizacdo Mundial da
Saude, 2023). Essas doencas, que circulam entre diferentes espécies animais, sao
consideradas como antropozoonoses, uma vez que 0s seres humanos podem ser
acometidos pela doenca ao entrarem em contato com o ciclo de transmissédo do
parasita (MS, 2014).

2.1.2.2 Ciclo da doenca

As leishmanioses séo transmitidas através da picada do flebotomineo infectado
fémea, pois somente estas sdo hematdfagas. Esses insetos sdo popularmente
conhecidos como mosquito palha, devido a sua coloracao castanho clara (MS, 2014).

Nas Américas, as principais espécies transmissoras sao do género Lutzomyia,
enguanto, nos paises do velho mundo, sdo as do género Phlebotomus (Bates, 2007).
No Brasil, diversas espécies estdo associadas a transmissdo da leishmaniose
cutanea; entretanto, apenas duas sdo responsaveis pela transmissdo da forma
visceral da doenca: Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (MS, 2014).

A Leishmania spp. possui duas principais formas evolutivas: a amastigota, que
€ intracelular, e a promastigota, que é flagelada (Bates, 2007).

Como visto na figura 2, o inseto vetor se infecta com Leishmania spp. ao ingerir
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células do hospedeiro mamifero contendo amastigotas durante o repasto sanguineo
(MS, 2014). Diversos mamiferos, incluindo humanos, animais domeésticos e silvestres,
podem servir como fonte de infec¢do para o vetor (MS, 2017). Com isso, as células
infectadas, geralmente macréfagos, rompem no trato digestivo do inseto devido as
condicBes propicias de pH e temperatura (Bates, 2007).

Assim, as amastigotas se multiplicam e se transformam em promastigotas, que
se reproduzem por divisdo binaria, originando as paramastigotas, as quais
permanecem aderidas ao esbdfago e a faringe do vetor. Posteriormente, as
paramastigotas se diferenciam na forma infectante do parasita, as promastigotas
metaciclicas. Dessa maneira, em um novo repasto sanguineo, as promastigotas
metaciclicas sdo inoculadas na corrente sanguinea juntamente com a saliva do inseto
e, ao atingirem a epiderme do hospedeiro mamifero, sdo internalizadas por
macrofagos e outros fagécitos mononucleares. Assim, ocorre a diferenciacdo em
amastigotas, que se multiplicam e séo liberadas no meio extracelular quando a célula
se rompe. Isso leva a infeccado de novos macréfagos, propagando a infeccdo (MS,
2014; MS, 2017).

Estagios Humanes

@ . .,

2 h;”/é

Figura 2 — Ciclo da leishmaniose

Fonte: Adaptado de CDC — Centers for Disease Control and Prevention, 2024. Disponivel em:
https://lwww.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/modules/Leishmania_LifeCycle.gif? _=00703. Acesso em: 03
mar. 2025.
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2.1.2.3 Leishmaniose tegumentar e leishmaniose mucocutanea

A leishmaniose cutanea, também conhecida como leishmaniose tegumentar, é
uma doenca infecciosa e ndo contagiosa (MS, 2017) que se manifesta através de
lesBes, geralmente ulceradas e indolores, na pele e nas mucosas (MS, [s.d.]b). Apesar
de ndo ser fatal, gera um impacto social negativo, pois as cicatrizes decorrentes das
lesBes sdo estigmatizantes, o que resulta na marginalizacao dos individuos afetados
(DNDi, 2023a).

A forma mucocutanea pode surgir como uma complicacdo da forma cutanea,
manifestando-se meses ou anos apos a cicatrizacao das lesfes; ela gera destruicdo
das mucosas do nariz, da boca e da garganta e, diferentemente da forma cutanea,
nao apresenta cura espontanea (DNDi, 2023a).

A distribuicdo geogréfica da leishmaniose cutdnea concentra-se nas Américas,
na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central, onde 95% dos novos
casos foram registrados, sendo endémica em 90 paises (DNDi, 2023a). J4 a forma
mucocutanea registrou 90% dos casos na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru. Estima-se
gue ocorram de 600 mil a 1 milhdo de casos por ano, embora somente 200 mil sejam
relatados a OMS (OMS, 2023). No Brasil, no periodo de 2020 a 2024, foram
registrados 71.942 casos de leishmaniose tegumentar no SINAN (BRASIL, [s.d.]Ja).

No pais, foram identificadas sete espécies responsaveis pela leishmaniose
cutanea, sendo as principais Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L.
(Leishmania) amazonensis. As espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naliffi, L. (V.) lindenberg

e L. (V.) shawi foram descritas recentemente (MS, 2017).

2.1.2.3.1 Tratamento

Os tratamentos disponiveis estdo longe de ser ideais, pois sdo longos, de alto
custo e apresentam alta toxicidade, o que resulta em efeitos adversos. Esses fatores
contribuem para o abandono do tratamento pelos pacientes (DNDi, 2023a).

No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) disponibiliza o antimoniato de
meglumina (antimonial pentavalente), o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina
B lipossomal (antifingicos), o isotionato de pentamidina (diamidina aromatica), e a
pentoxifilina, um imunomodulador que atua como coadjuvante quando associado ao

antimoniato de meglumina (MS, 2017). Além disso, a miltefosina (alquilfosfocolina) foi
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incorporada ao SUS em 2020 para o tratamento da leishmaniose cutanea (MS, 2020).

Os farmacos de primeira escolha, antimoniais pentavalentes, apresentam como
desvantagens a falha terapéutica, o curso prolongado do tratamento e relatos de
resisténcia. Outras limitacdes de seu uso estdo no alto custo e na necessidade de

servicos de maior complexidade para sua administracao.

2.1.2.4 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar (OMS, 2023), € uma
doenca infecciosa sistémica caracterizada pelo aumento do baco e do figado, além
de causar anemia, perda de peso e fraqueza (MS, [s.d.]a). E a forma mais severa
entre as leishmanioses, pois resulta em 95% dos 6bitos nos casos néo tratados (OMS,
2023).

A leishmaniose dérmica pos-calazar (PKDL) € uma condi¢céo de pele que pode
surgir de 6 meses a 1 ano apds a aparente cura da forma visceral (OMS, 2023).
Embora ndo seja fatal, ela causa erupg¢des cutdneas que tornam o individuo um
potencial transmissor do parasita, além de gerar estigma social devido as lesdes
(DNDi, 2023b). Além disso, no Brasil, ha uma alta taxa de coinfeccéo Leishmania-HIV,
este cenario é preocupante, pois o risco de desenvolver a leishmaniose visceral ativa
€ 100 vezes maior em individuos vivendo com HIV (OMS, 2023; DNDi, 2023Db).

A distribuicdo geografica concentra-se no Brasil, no leste da Africa e na india.
Estima-se que mais de 600 milhGes de pessoas estejam em risco globalmente e que
de 50 mil a 900 mil novos casos ocorram a cada ano; no entanto, apenas de 25% a
45% séo relatados a OMS (OMS, 2023). No Brasil, no periodo de 2020 a 2024, foram
registrados 8.996 casos da doenga no SINAN (BRASIL, [s.d.]b).

As espécies mais comuns sdo: Leishmania donovani e L. infantum (CDC,

2024). Esta ultima corresponde a espécie mais presente no Brasil (MS, 2014).

2.1.2.4.1 Tratamento

Os tratamentos disponiveis para a leishmaniose visceral apresentam as
mesmas limitacdes que os da leishmaniose cutanea, como tempo e custo elevados,
baixa seguranca e dificuldade de administracdo dos medicamentos que néo séo por

via oral (DNDi, 2023b). O tratamento deve ser escolhido de acordo com o pais de
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infeccdo, pois a resposta varia de regido para regido, pois cada regido esta
relacionada com espécies distintas (DNDi, 2018).

No mercado mundial, os farmacos disponiveis sdo o0s antimoniais
pentavalentes; a miltefosina; a anfotericina B lipossomal; e a paromomicina, este
altimo pertencente a classe dos antibidticos aminoglicosideos (DNDi, 2023b).

No Brasil, 0 SUS disponibiliza o antimoniato N-metil glucamina e o desoxicolato

de anfotericina B (MS, 2014), bem como a anfotericina B lipossomal (MS, [s.d.]).

2.2 ASPECTOS COMUNS ENTRE A RESPOSTA IMUNE NA DOENGA DE CHAGAS E NAS
LEISHMANIOSES

Na doenca de Chagas e nas leishmanioses, os parasitas na forma flagelada
invadem as células do hospedeiro vertebrado e se transformam nas formas
amastigotas intracelulares. Dessa maneira, as respostas imunolégicas especificas e
de memoria sédo mediadas por células T (Tripathi, Singh e Naik, 2007).

A resposta contra T. cruzi e Leishmania spp. se inicia com a ativacao da
resposta imune inata, na qual os macrofagos e as células dendriticas apresentam os
antigenos dos parasitas para as células T CD4+ virgens, além de produzirem
citocinas. Essas citocinas promovem a diferenciacdo das células T CD4+ em
diferentes subpopulacdes que geram diferentes perfis de resposta, como o Thl, o Th2
e 0 Th17 (Abbas, 2019).

O controle da infeccdo é mediado pela resposta imune do tipo Thl, que
apresenta um perfil de citocinas pré-inflamatérias (Tripathi, Singh e Naik, 2007). A
citocina IL-12 promove a diferenciagdo das T CD4+ virgens em células Thl, as quais
irdo produzir as citocinas IFN-y e TNF (de Alba-Alvarado et al., 2024); estas, por sua
vez, atuam em conjunto para ativar os macrofagos, os quais passam a produzir éxido
nitrico (NO) (Pavanelli, 2008). O IFN-y ativa os macréfagos e os diferencia para o tipo
M1, caracterizado por um perfil pré-inflamatério. Como resultado, esses macrofagos
passam a produzir 6xido nitrico, uma molécula com potente acéo citotdxica envolvida
no mecanismo de eliminagé@o dos parasitas, por meio da enzima oxido nitrico sintase
induzivel (INOS), além de citocinas que intensificam a resposta inflamatoria, como
TNF, IL-6, IL-12 e IL-1B. Todas essas substancias levam a eliminacao dos parasitas,
entretanto, podem ocasionar danos teciduais (Alba-Alvarado et al., 2024). O TNF atua

em sinergia com o IFN-y, fornecendo um segundo sinal que intensifica a producéo de
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NO (Silva et al.,1995).

Por outro lado, a resposta Th2 esta associada a imunorregulacéo e ao reparo
tecidual; entretanto, isso pode favorecer a persisténcia do parasita e a progresséo da
doenca (Tripathi, Singh e Naik, 2007). A IL-4 é a citocina indutora da diferenciacéo
das células T CD4" virgens em células Th2, as quais irdo secretar IL-4 e IL-10. Essas
duas citocinas promovem a diferenciacdo dos macroéfagos para o perfil M2, o qual esta
associado a remodelacédo da matriz extracelular por meio da secre¢édo de TGF-3. Além
disso, a IL-10 exerce um papel imunorregulador ao inibir a resposta Thl e reduzir a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo para a diminuicdo do dano
tecidual. No entanto, essa regulacdo excessiva pode comprometer a eliminacédo dos
parasitas (Alba-Alvarado et al., 2024).

Por fim, a resposta Th17 pode exercer fun¢des pro ou anti-inflamatorias, sendo
considerada um elemento central do equilibrio imunolégico (Alba-Alvarado et al.,
2024). As IL-6 e IL-23 sao responsaveis pela diferenciacdo das células T CD4* virgens
em células Th17, as quais irdo produzir IL-17. Dessa forma, na presenca de citocinas
pré-inflamatérias, a IL-17 pode estimular a resposta Thl; entretanto, ela também é
capaz de atrair neutrofilos produtores de IL-10, citocina da resposta Th2 (Abbas,
2019). Com isso, o equilibrio da resposta imune € essencial durante a infec¢cédo pelos
parasitas, pois influencia na patogénese e na eficacia da quimioterapia (Tripathi, Singh
e Naik, 2007).

2.3 DESAFIOS PARA A DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS PARA A DOENCA DE

CHAGAS E AS LEISHMANIOSES

Por se tratar de doencas negligenciadas, ndo ha muitos investimentos em
pesquisa e desenvolvimento de farmacos contra essas doencas (Weng; Chen; Wang,
2018). Observa-se isso nos medicamentos para tratar a doenga de Chagas, que foram
descobertos ha mais de 50 anos e séo as Unicas opc¢des disponiveis até os dias de
hoje (DNDi, 2024). Com isso, evidencia-se que é necessaria a colaboracao entre as
universidades, industrias farmacéuticas, 6rgdos governamentais e entidades para
promover o desenvolvimento de novos medicamentos contra as DTNs (Mansoldo et
al., 2020). Nesse contexto, destaca-se a DNDi, sigla em inglés para Iniciativa de
Drogas para Doencas Negligenciadas, uma organizacdo internacional sem fins

lucrativos que promove pesquisa e desenvolvimento em tratamentos mais seguros e
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eficazes para doencas como as leishmanioses e a doenca de Chagas (DNDi, [s.d.]b).

Neste contexto, o processo de descoberta de novos farmacos envolve diversas
etapas, como a identificacdo e validacéo de alvos do parasita, o desenvolvimento e a
otimizagdo de potenciais moléculas, a determinacdo da farmacocinética e
farmacodinamica, e a identificacdo de candidatos a farmacos por meio de ensaios pré-
clinicos e clinicos. Esse delineamento pode ser otimizado com métodos
computacionais (in silico), que possibilitam a predicdo e a validacdo de alvos
moleculares, bem como o desenvolvimento e aprimoramento de moléculas. Esses
fatores aumentam a probabilidade de o composto apresentar potencial terapéutico
(Agamah et al., 2020).

A primeira etapa desse processo ja representa um desafio, pois ainda néo
existem biomarcadores bem estabelecidos para avaliar com precisdo a cura
parasitologica. Além disso, a diversidade de cepas parasitarias e de linhagens
celulares, a falta de padronizacdo metodoldgica e as dificuldades na traducdo dos
achados para aplicacdes clinicas tornam mais complexa a determinacdo do potencial
de um composto (Mansoldo, 2020).

Dessa maneira, a fim de diminuir a falta de padronizacdo metodolégica nos
ensaios pré-clinicos, o trabalho de Romanha e colaboradores, desenvolvido pelo
Programa Integrado de Doenca de Chagas da Fiocruz em parceria com a DNDi,
estabeleceu um protocolo para a triagem de compostos contra a doenca de Chagas,
com o objetivo de avaliar a efichcia de maneira otimizada, segura e reprodutivel
(Romanha et al., 2010).

2.4 ENSAIOS PRE-CLINICOS

Tanto T. cruzi quanto Leishmania spp. s@o parasitas da ordem Kinetoplastida e
da familia Trypanosomatidae (Neves, 2005); dessa forma, por estarem
taxonomicamente relacionados, apresentam semelhancgas estruturais e bioquimicas
gue podem ser exploradas como alvos terapéuticos (Barrett e Croft, 2012). Alguns
exemplos disso sdo as vias de salvamento de purina/pirimidina; os analogos de
nucleosideos; os proteassomas de cinetoplastideos e as mitocondrias (Brindha,
Balamurali e Chanda, 2021).

Diante disso, o protocolo de triagem de compostos tripanocidas desenvolvido
por Romanha e colaboradores (2010) pode ser expandido, com as devidas
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adaptacdes, para a avaliacdo de compostos leishmanicidas, uma vez que os parasitas
compartilham alvos moleculares.

O protocolo estabelecido por Romanha propde que o processo da etapa pré-
clinica se inicie com 0s ensaios in vitro, como pode ser observado na figura 3. A
primeira fase constitui 0s ensaios contra as formas intra e extracelulares dos parasitas.
Caso o composto apresente atividade antiparasitaria superior ou semelhante ao do
farmaco de referéncia, ele avanca para a proxima etapa. Nessa fase, avalia-se a
citotoxicidade em células de mamiferos e, a partir dos dados obtidos sobre a
toxicidade em parasitas e células, calcula-se o indice de seletividade (1S). O IS do
composto é entdo comparado ao do farmaco de referéncia e, se for igual ou superior
a 50 nos ensaios tripanocidas, 0 composto avancga para 0s ensaios in vivo (Romanha,
2010). Caso apresente todos os requisitos esperados, ele segue para 0s ensaios pré-
clinicos adicionais recomendados pela Anvisa. No caso dos ensaios leishmanicidas,
20 € 0 IS minimo para que um composto seja recomendado a ensaios in vivo (Nwaka
& Hudson, 2006).

Dessa forma, os testes in vitro apresentam duas abordagens: fenotipica e
baseada em alvos. A primeira ndo estabelece qual € o mecanismo de a¢éo envolvido
na acdo do composto, sendo assim, avalia-se o efeito direto do composto sobre o
parasita. Ja a segunda, baseia-se na identificacdo de alvos moleculares essenciais
para a progressdao da doenca. Assim, busca-se o equilibrio entre essas duas
abordagens na descoberta de um novo farmaco, a fim de entender o efeito do
composto sobre o parasita inteiro associado ao alvo molecular atingido (Brindha,
Balamurali e Chanda, 2021).
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Ensaios antiparasitarios

IC 50 < farmaco de referéncia

Ensaios citotoxicidade

CCy,

L

Calculo do indice de seletividade (IS)

IS 2 50 (anti-T. cruzi)
IS 2 20 (anti-Leishmania spp.)

L 3

Ensaios in vivo Testes in vivo

Atingiu todos os
requisitos esperados

Ensaios pré-clinicos adicionais
recomendados pela Anvisa

Figura 3 — Fluxograma dos ensaios pré-clinicos
Fonte: Elaborado pela autora pelo Canva, 2024.

2.5 FTALIMIDAS E PIRIDIL-TIAZOIS: COMPOSTOS PROMISSORES CONTRA A DOENCA

DE CHAGAS E AS LEISHMANIOSES

Na busca por novos agentes terapéuticos contra T. cruzi e Leishmania spp., 0S
compostos contendo anéis de piridil e de tiazol na estrutura tém apresentado atividade
anti-Trypanosomatidae promissora, possivelmente por inibir alvos metabdlicos dos
parasitas. Dessa forma, as ftalimidas e os piridil-tiazois sdo compostos considerados
como candidatos a farmacos contra a doenca de Chagas e as leishmanioses (Gomes
et al., 2016; Silva et al., 2025).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, através de ensaios in vitro, dois grupos de compostos de sintese que

apresentam similaridade ao grupo farmacoférico ftalimida e ao grupo farmacoférico

piridil-tiazol, como potenciais prototipos candidatos a farmacos tripanocidas e

leishmanicidas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.

Avaliar a atividade citotoxica de compostos de sintese em diferentes
linhagens celulares (macréfagos RAW 264.7 e fibroblastos L929);
Determinar a atividade tripanocida, in vitro, utilizando a cepa transgénica
Tulahuen de T. cruzi;

Determinar a atividade leishmanicida, in vitro, sobre formas
promastigotas de cepas transgénicas de Leishmania amazonensis (cepa
WHOM/00LTB 0016) e Leishmania infantum (cepa
MHOM/MA/67/ITMAP-263);

Determinar a atividade leishmanicida, in vitro, sobre as formas
amastigotas utilizando-se macrofagos da linhagem RAW 264.7
infectadas com cepas transgénicas de Leishmania amazonensis (cepa
WHOM/O0LTB 0016) e Leishmania infantum (cepa
MHOM/MA/67/ITMAP-263);

Analisar, em sobrenadantes de macrofagos RAW 264.7 nao infectados,
o efeito dos compostos sobre a produgéo de 6xido nitrico;

Quantificar a producéo das citocinas IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-4, IL-10 e
IL-17 em sobrenadantes de cultura de macréfagos RAW 264.7 apos

tratamento in vitro com oS compostos.
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4 METODOLOGIA

Neste trabalho, 19 compostos de sintese foram testados in vitro no Laboratorio
de Imunopatologia e Biologia Molecular/Instituto Aggeu Magalh&es-Fiocruz. A sintese
e a avaliacao in silico foram obtidas em colaboracdo com os laboratérios de Sintese
de Farmacos e de Quimica Teodrica Medicinal, ambos do Depto. De Ciéncias

Farmacéuticas/UFPE.

4.1 COMPOSTOS

As ftalimidas foram sintetizadas a partir da triagem e da identificacdo de
compostos presentes em bancos de dados. Esses compostos foram selecionados por
similaridade ao grupo farmacoforico ftalimida e testados in silico em importantes alvos
de tripanossomatideos. A sintese e os testes in silico foram realizados em colaboracéao
com os laboratérios de Sintese de Farmacos e de Quimica Tedrica Medicinal, ambos
do Depto. de Ciéncias Farmacéuticas/UFPE.

Para os piridil-tiazois, foram exploradas mudancas bioisostéricas, visando
aumento de poténcia e seletividade, em moléculas dessa classe que haviam mostrado
resultados promissores em ensaios tripanocidas e leishmanicidas in vitro (Conceicdo
et al., 2023).

Os compostos testados foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) e

estocados a -20°C.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Os ensaios antiparasitarios foram realizados utilizando a cepa Tulahuen de T.
cruzi e as cepas WHOM/OOLTB 0016 de L. amazonensis e MHOM/MA/67/ITMAP-26
de L. infantum. Essas cepas foram modificadas geneticamente para expressar a
enzima beta-galactosidase de Escherichia coli, o que permite a realizacdo de um
ensaio colorimétrico. (Buckner et al., 1996; Da Silva Santos et al., 2019).

Os ensaios antiparasitarios colorimétricos sao significativamente mais
eficientes que os métodos tradicionais de contagem manual por microscopia, 0s quais
apresentam baixa sensibilidade, pouca reprodutibilidade e alta demanda de tempo. A

modificacdo genética de parasitas para expressarem a enzima beta-galactosidase de
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Escherichia coli permite quantificar a carga parasitaria por meio de reacdes
colorimétricas rapidas e simples. A atividade enzimatica é detectada apds a adicdo do
substrato CPRG, que muda de cor ao ser metabolizado, sendo essa alteracdo
proporcional a quantidade de parasitas transfectados, medida por espectrofotometria.
Essa abordagem permite a analise de formas flageladas (promastigotas ou
tripomastigotas) e intracelulares (amastigotas), reduz o tempo dos ensaios, aumenta
a sensibilidade e viabiliza a triagem de compostos em larga escala (Romanha et al.,
2010; Da Silva Santos et al., 2019).

Com isso, os resultados dos ensaios antiparasitarios sdo expressos em forma
de ICs0, que representa a concentracdo do composto necessaria para inibir 50 % dos
parasitas. Mediante a isso, buscam-se compostos com uma ICs, inferior & dos
farmacos de referéncia, pois isso indica que baixas concentracdes do composto sédo

suficientes para inibir metade dos parasitas, evidenciando a alta poténcia.

4.2.1 Ensaio Tripanocida Contra as Formas Evolutivas de T. cruzi

Para este ensaio, a linhagem de células, a cepa de parasita e o tempo de
infeccdo foram baseados no protocolo estabelecido por Romanha e colaboradores
(Romanha et al., 2010).

As células L929 foram plaqueadas em placas de 96 pocos (4000 células por
poco) e incubadas por 24 h a 37 °C para sua adesdo e multiplicacdo. Apés esse
periodo, houve a infeccdo na proporcdo de 10 parasitas/célula. Apos 2 h, o meio foi
substituido por um novo, a fim de retirar os parasitas que néo foram internalizados, e
as placas foram incubadas novamente a 37 °C por 48 h. Depois desse periodo, 0 meio
foi novamente substituido por um novo, e os compostos foram adicionados em oito
concentracgdes (0,78 a 100 pg/mL). Apds 96 h de incubagao, foi adicionado o substrato
da enzima, o CPRG (clorofenol red-B-D-galactopiranosideo) (500 uM, 0,5 % Nonidet
P-40 em tampé&o salino) e a placa foi novamente incubada a 37 °C. A leitura da
absorbéancia foi realizada em um espectrofotbmetro (Multiskan FC da Thermo
Scientific) utilizando um filtro de 570 nm, apds 16-20 h. Como controle positivo foi
utilizado o benzonidazol (0,78 a 100 pg/mL). Além disso, controles negativos foram
utilizadas células sem tratamento e células tratadas com DMSO (concentragédo

maxima de 1 %).
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A partir dos valores de inibicdo do crescimento, foi determinada a concentracao
capaz de inibir 50 % do crescimento dos parasitas (ICso) de cada composto por meio

de interpolacao linear com o software Excel (Microsoft Corporation). Os ensaios foram
realizados em duplicata.

Avaliagao da atividade dos compostos contra T.
cruzi
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Figura 4 — Ensaio antiparasitario sobre T. cruzi, cepa Tulahuen
Legenda: Etapas do ensaio tripanocida utilizando a cepa Tulahuen de T. cruzi.
Fonte: Elaborado pela autora no Biorender.com, 2024.

4.2.2 Ensaio Leishmanicida com Promastigotas

Para a realizacdo do ensaio leishmanicida com a forma promastigota, foram
utilizadas as formas promastigotas das cepas de Leishmania amazonensis (cepa
WHOM/OOLTB 0016) e de Leishmania infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263)
transfectadas com a enzima beta-galactosidase de Escherichia coli, as quais foram
mantidas em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado com 10 % de SFB
(Gibco, Brasil) e 2,5 pg/mL de hemina (Sigma-Aldrich, EUA) a 26 °C. Os parasitas
utilizados estavam na fase exponencial do crescimento.

As formas promastigotas do parasita (1 x 10° células/poco) foram distribuidas
em placas de 96 pocos junto com 0s compostos em diferentes concentragdes (0,78 a

100 pyg/mL) e incubadas por 72 h a 27 °C. Apés esse periodo, foi adicionada a solugéo



31

de CPRG (500 uM, 0,5% Nonidet P-40 em tampéo salino), seguida de uma nova
incubacdo por um periodo de 10 min e na temperatura de 22 °C. A leitura da
absorbéancia foi realizada a 570 nm em um espectrofotdmetro (Multiskan FC da
Thermo Scientific). A partir da diminuicdo da atividade da beta-galactosidase das
culturas tratadas em relacdo as nao tratadas, foi determinada a IC5, de cada composto
por analise de regresséo nao linear utilizando o software Prisma Graphpad 8.0.1. Os

ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.3 Ensaio Leishmanicida sobre Amastigotas

Para a realizacdo do ensaio leishmanicida com a forma amastigota, foram
utilizadas as cepas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/OOLTB 0016) e de
Leishmania infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) transfectadas com a enzima
beta-galactosidase de Escherichia coli, as quais foram mantidas em meio Schneider’s
suplementado com 10 % de SFB e 2,5 ug/mL de hemina a 26 °C. Os parasitas
utilizados estavam na fase exponencial do crescimento.

Inicialmente, macrofagos RAW 264.7 (0,2 x 10° células/pogo) foram plaqueados
e incubados a 37 °C e 5 % de CO, para adesdo. Apés 1 h, foram adicionadas as
formas promastigotas na proporcdo de 15 parasitas/célula e as placas ficaram
incubadas durante um periodo de 6 h a 37 °C e 5 % de CO,. Passado esse tempo, 0s
pocos foram lavados, para retirada de parasitas que nado infectaram as células, e os
compostos foram adicionados em oito concentracdes (0,78—100 pg/mL) e incubados
por 24 h, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. Dessa forma, 0s pogos foram
lavados novamente e a solucdo de CPRG foi adicionada e 2-6 h depois a leitura da
absorbéancia foi medida a 570 nm em espectrofotbmetro (Multiskan FC da Thermo
Scientific). A analise dos resultados foi realizada da mesma maneira que no ensaio de

promastigota. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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Figura 5 — Ensaios antiparasitario sobre Leishmania spp.
Legenda: Etapas do ensaio leishmanicida utilizando as cepas WHOM/OOLTB 0016 de Leishmania
amazonensis e MHOM/MA/67/ITMAP-263 de Leishmania infantum.

Fonte: Elaborado pela autora no Biorender.com, 2024.

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as linhagens de
macrofagos RAW 264.7 e de fibroblastos L929. Esses tipos de ensaios visam avaliar
a atividade das células metabolicamente ativas para entender se 0 composto
apresenta toxicidade ou ndo para as células. O ensaio de escolha para esse estudo
foi o de MTT (Tolosa, Donato e Gomez-Lechon, 2014).

O reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazélio)
é um sal capaz de atravessar a membrana de células viaveis devido a sua carga
positiva e estrutura lipofilica. Uma vez no interior celular, o MTT é metabolizado por
células ativas, resultando na formacéo de formazan, um composto insolivel em agua
e de coloragédo violeta-azulada. Para permitir a quantificacao, adiciona-se um solvente
organico, como o dimetilsulféxido (DMSO), que solubiliza o formazan no meio. A
absorbéancia da solucéo €, entdo, medida a 570 nm, sendo a densidade Optica (DO)

diretamente proporcional a quantidade de formazan formada. Dessa forma, valores
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mais elevados de DO indicam maior atividade metabdlica, refletindo,
conseqguentemente, maior numero de células viaveis (Ghasemi et al., 2021).

Dessa forma, os resultados dos ensaios de citotoxicidade s&o expressos em
forma de CCs, que corresponde a concentracdo de composto necessaria para inibir
em 50 % a viabilidade celular. Assim, quanto maior a CCs,, menor é a toxicidade do
composto, pois é preciso uma concentracao elevada para que metade das células se
tornem inviaveis. Com isso, busca-se identificar compostos com valores de CCs,
superiores aos dos farmacos de referéncia, a fim de selecionar os compostos mais

seguros para as células mamiferas.

4.3.1 Ensaio de Citotoxicidade em Macréfagos RAW 264.7 e em Fibroblastos L929

Macrofagos RAW 264.7 e fibroblastos L929 mantidos em meio RPMI (Gibco,
EUA), suplementado com 10 % de SFB (Gibco, Brasil) e GlutaMAX™ (Gibco, USA) 2
mM, e incubados a 37 °C e 5 % de CO:2 foram utilizados para avaliar a citotoxicidade
celular pelo ensaio MTT.

As células RAW 264.7 (0,2 x 10° células/poco) e as L929 (0,04 x 10°
células/poco) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h e 72 h,
respectivamente, para adesdo e multiplicacdo. Apdés isso, foram tratadas com oito
concentragbes dos compostos (0,78 a 100 ug/mL) e incubadas novamente a 37 °C e
5 % de CO, por 48 h e 96 h, respectivamente.

Apbs esse periodo, adicionou-se 20 pL/pogo de solugdo de MTT (5 mg/mL em
tampéo salino) e as placas foram reincubadas por 2 h; posteriormente, o meio de
cultura foi descartado e 100 uL de DMSO foram adicionados para solubilizacdo dos
cristais de formazan. A absorbancia foi medida a 570 nm em espectofotdmetro
(Multiskan FC da Thermo Scientific). Como controle positivo foram utilizados os
farmacos de referéncia benzonidazol para avaliacdo contra T. cruzi e miltefosina ou
anfotericina B para a avaliacéo leishmanicida. Células sem tratamento foram utilizadas
como controle negativo e DMSO a 1 % foi utilizado como controle da toxicidade do
veiculo dos compostos.

A partir dos valores de inibic&o, foi determinada a concentracao citotoxica para
50% de inibicdo da viabilidade (CCs,) de cada composto por meio de regressdo nao
linear utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1. Os ensaios foram realizados em
duplicata (Silva et al., 2025).
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Avaliagdo da citotoxicidade em macréfagos
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Figura 6 — Ensaio de citotoxicidade MTT
Legenda: Etapas do ensaio de citotoxicidade utilizando linhagens de macrofagos RAW 264.7 e de
fibroblastos L929.

Fonte: Elaborado pela autora no Biorender.com, 2024.

4.4 AVALIACAO DA IMUNOMODULACAO

A avaliacdo da imunomodulacgéo foi realizada apenas com os compostos que
demonstraram um indice de seletividade maior que 50 contra T. cruzi e maior que 20
contra Leishmania spp., determinado pelos ensaios de citotoxicidade e
antiparasitarios. Dessa forma, com 0s compostos selecionados foi realizada a
quantificacdo de Oxido nitrico por meio de um ensaio colorimétrico e a dosagem de

citocinas através da citometria de fluxo.
4.4.1 Quantificacdo de Oxido Nitrico
O ensaio de oxido nitrico (NO) se baseia na quantificacdo indireta dessa

molécula por espectrofotometria, devido a sua curta meia-vida em meio fisioldgico.

Isso resulta na rapida conversdo em seus produtos estaveis: nitrito e nitrato. Apés a
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reducado do nitrato a nitrito, ocorre a reacao de Griess, em que ha a formacédo de um
composto colorido, cuja absorbancia a 540 nm € proporcional a concentracdo de
nitrito. Assim, é possivel estimar os niveis de NO produzido pelos macréfagos apos
contato com os compostos, a fim de avaliar se houve estimulo para a produgéo dessa
molécula essencial a morte parasitaria (Bryan e Grisham, 2007).

Dessa forma, os macrofagos RAW 264.7, mantidos a 37 °C e 5 % de CO, em
meio RPMI suplementado com 10 % de SFB e 2,5 pg/mL de glutamina, foram
semeados em placas de 96 pogos (0,4 x 10° células/pogo) e incubados por 24 h para
adesdo e crescimento. Apos esse periodo, os compostos e o controle positivo
(benzonidazol) foram adicionados em diferentes concentragcfes: 1xICso, 2XICso €
4xICso sobre T. cruzi (cepa Tulahuen). Os sobrenadantes das células foram coletados
em intervalos de 24, 48, 72 e 144 h apdés o tratamento das células.

Para quantificar o 6xido nitrico (NO), foram transferidos 50 uL do sobrenadante
de cada poco para placas de 96 pocos, e um volume igual de reagente de Griess
(solucéo contendo 1 % de sulfanilamida e 0,1 % de naftiletilenodiamina di-hidrocloreto
em 0,3 M de H;POa); as placas foram incubadas por 10 min na bancada, sob protecéo
contra a luz. ApOs esse periodo, a absorbancia foi medida a 540 nm em
espectrofotometro (Multiskan FC da Thermo Scientific). A concentragdo de NO foi
determinada comparando os valores obtidos com a constru¢cdo de uma curva padrao
preparada com nitrito de sédio (NaNO,) em oito concentracdes (400 a 3,12 [g/mL)
(Silva et al., 2025).

Quantificagao da produgao de oxido nitrico
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Figura 7 — Ensaio de Griess
Legenda: Etapas do ensaio colorimétrico de quantificacao de éxido nitrico por meio da reacéo de
Griess.

Fonte: Elaborado pela autora no Biorender.com, 2024.
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4.4.2 Dosagem de Citocinas

A técnica CBA (Cytometric Bead Array) € utilizada para quantificacao
simultdnea de mudltiplas citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares. Esta
metodologia baseia-se na utilizacdo de microesferas (beads) com fluorescéncia
diferenciada, cada uma revestida com anticorpos especificos para diferentes
citocinas. Ao serem incubadas com a amostra, as citocinas presentes se ligam as
microesferas correspondentes. Em seguida, um anticorpo de detec¢cdo, marcado com
um fluorocromo, liga-se ao complexo formado. A leitura € realizada por citometria de
fluxo, na qual cada microesfera é identificada por suas caracteristicas de fluorescéncia
e tamanho, enquanto a intensidade do sinal fluorescente indica a concentracéo da
citocina na amostra. Assim, é possivel quantificar simultaneamente diversas citocinas
em uma Unica amostra, otimizando tempo, reagentes e volume de material. Os dados
sdo analisados comparando o0s sinais obtidos com curvas-padrdo previamente
estabelecidas (Medeiros e Gomes, 2019).

A dosagem de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Thl7 no sobrenadante de
macrofagos RAW 264.7 foi realizada pelo sistema Cytometric Bead Array (CBA) (Kit
CBA Camundongo-citocinas Th1/Th2/Th17 da Becton Dickinson-BD), de acordo com
as instrucdes do fabricante. A coleta do sobrenadante foi realizada de forma paralela
ao ensaio de NO, com isso, as mesmas condi¢cOes citadas acima se aplicam a este
ensaio. A leitura dos padrbes e das amostras foi feita em citometro de fluxo (BD
FACSAria Ill) e a analise pelo programa FCAP Array v3 (BD Biosciences) (Silva et al.,
2025).
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