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RESUMO

A Doenca de Chagas ou Trypanosomiase Americana é um grave problema de satde publica que afeta
cerca de 18 milhdes de pessoas por todo o mundo, principalmente na América Latina. A doenca pode
ser contraida de diversas formas onde as principais s&o pela transmissdo do protozoério a partir de um
mosquito infectado, por via oral ou transfusdo sanguinea. O movimento de migracdo, do interior do
pais para as grandes cidades ou de turistas estrangeiros, tem feito com que a doenca se disseminasse
por mais lugares. Assim como as outras doencgas tropicais negligenciadas, o tratamento disponivel para
0s pacientes chagasicos € escasso. Atualmente apenas dois medicamentos sdo comercializados, o
benzonidazol e o nifurtimox, ambos com sérios problemas com suas administracdes. Politicas de
incentivo a novos medicamentos e/ou terapias vem sendo estimuladas pelo TDR (Programa Especial
para Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais) e o DNDi (Drugs for Neglected Diseases
initiative). Baseado nisto, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial antichagéasico de novos
derivados tiazolidinicos, verificando seus efeitos citotoxicos em células de camundongos isogénicos,
sua atividade tripanocida contra as formas tripomastigota e epimastigota dos Trypanosoma cruzi e
verificar através de microscopia eletrdnica os sitios de interacdo dos compostos nas ultra-estruturas do
Trypanosoma cruzi. Os resultados encontrados demonstram que os derivados tiazolidinicos testados
apresentam valores da concentracdo de citotoxicidade compativeis em relacdo as drogas padrdo. Dois
derivados se destacaram nos testes de atividade anti-Trypanosoma cruzi, LPSF-SF 29 e o LPSF-GQ
109, com valores de ICs relativamente baixos. Ao se observar as mudancas que estes dois compostos
ocasionaram no interior do T. cruzi, verificamos modificacdes que possivelmente indicam que os
parasitam estdo em um processo de morte celular programada. Pode-se concluir entdo que além das
atividades bioldgicas ja descritas na literatura, os derivados tiazolidinicos podem ser novos candidatos
a agentes anti-Trypanosoma cruzi, sendo necessarios estudos com novos compostos com substituintes
estruturalmente diferentes além de testes bioldgicos mais aprofundados.

Palavras-Chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Tiazolidinas



ABSTRACT

The Chagas disease or American Trypanosomiase is a serious public health problem and affects
about 18 million people around the world, especially in Latin America. The disease can be
contracted in different ways and the main ones are the transmission of the parasite from an
infected mosquito, oral or blood transfusion. The movement of migration, from the countryside to
large cities or foreign tourists, causes the disease from spreading to many places. Like the other
neglected tropical diseases, treatment available for patients with Chagas disease is scarce.
Currently only two drugs are marketed, benznidazole and nifurtimox, both with serious problems
with their administration. Policies to encourage new drugs and/or terapy has been stimulated by
TDR (Special Program for Research and Training in Tropical Diseases) and the DNDi (Drugs for
Neglected Diseases initiative). Based on this, this study was to evaluate the antichagasic potential
of the new thiazolidines derivatives, checking their cytotoxic effects on cells of isogenic mice, its
trypanocidal activity against the trypomastigote and epimastigote forms of Trypanosoma cruzi and
check through electronic miscroscopy sites of interaction of compounds in ultra-structure of
Trypanosoma cruzi. The results show that thiazolidine derivatives tested showed values of the
concentration of cytotoxicity compatible with respect to standard drugs. Two products stood out
during the activity tests anti-Trypanosoma cruzi, LPSF SF-29 and LPSF GQ-109, with IC50
values relatively low. By observing the changes that these two compounds resulted in the interior
of T. cruzi, we observed changes that may indicate that the parasites are in a process of
programmed cell death. Can therefore be concluded that in addition to biological activities
described in the literature, the thiazolidines derivatives may be new candidates to anti-
Trypanosoma cruzi, studies are needed with new compounds with different substituents
structurally and addition to biological testing them further.

Key Words: Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, Thiazolidines
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1.INTRODUCAO

Durante a construgdo de uma ferrovia em Minas Gerais, no inicio do século XX, um médico
sanitarista mineiro chamado Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, foi enviado para combater a malaria na
regido. L& constatou um alto indice de insetos da ordem hemiptera, mais conhecido como barbeiro que
viviam em habitagdes humanas. Ao estudar esses o barbeiro, encontrado normalmente entre fendas de
paredes e telhados das casas de taipa, o Dr. Carlos Chagas descobre um protozoario, o qual foi
posteriormente denominado Trypanosoma cruzi. Paralelamente, detectou alteragdes patoldgicas
naqueles habitantes e, com firmes propodsitos, passou a pesquisar a ligacdo entre o parasita e a
populacdo. Tais estudos renderam a essa enfermidade o nome de doenca de Chagas. O Dr. Carlos
Chagas também descreveu o ciclo de vida do parasita, identificou o inseto transmissor do parasita, além
de identificar pequenos mamiferos que agem como reservatorios hospedeiros, sugerindo meios para
ajudar a prevenir a transmissdo (NEVES, 2005).

A Doenca de Chagas é encontrada exclusivamente na América Latina. A distribuicdo geografica
da doenca ocorre em 18 paises localizados em duas zonas ecoldgicas: a primeira corresponde ao Cone
Sul da América, onde os insetos vivem no interior das residéncias das pessoas; a segunda zona
compreende a parte sul da Ameérica do Norte, América Central e México, onde o vetor vive no interior
e fora das moradias (MONCAYO-SILVEIRA, 2009).

A prevencdo e o controle da Doenca de Chagas podem ser feitos através de vérias estratégias:
tratamento das residéncias com inseticidas, triagem sanguinea nas transfusdes, tratamento com
medicamentos em determinados casos, melhoria da estrutura das casas (substituindo paredes e
telhados), entre outros (COURA, 2007).

No tratamento especifico da Doenca de Chagas, dois farmacos podem ser utilizados: o
nifurtimox e o benzonidazol. Reconhece-se que houve avangos em seu conhecimento, manejo e
indicacdes. Entretanto, tem que ser destacado que os farmacos atualmente disponiveis ndo sdo ideais na
sua efetividade e seguranca para o paciente, o que torna pertinente o estimulo e esforcos para a
obtencdo de novos farmacos mais efetivos, com menor toxicidade e menos efeitos colaterais
(OPS/MSF, 2005). Antigenos de T. cruzi podem estimular a autoimunidade (PARODI, 2009). As
perspectivas para uma vacina efetiva sdo frageis, mas pesquisadores da Fiocruz em colaboragdo com a
Unifesp se uniram para desenvolver um adenovirus recombinante contendo antigenos do T. cruzi
(FIOCRUZ-RODRIGUES, 2009).

Chama a atencdo que esses dois farmacos, nifurtimox e benzonidazol, sdo capazes de curar

cerca de 50% das infecgOes recentes. Esses produtos sdo ativos na fase aguda e por um curto periodo
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(até alguns anos) na fase cronica. Entretanto, eles possuem pouca ou nenhuma atividade a longo prazo
na forma cronica da doenca. Também, ambas as substancias possuem freqlientes e sérios efeitos
colaterais, sendo assim seu uso limitado (SOEIRO, 2009).

A Argentina e o Brasil tém estabelecido protocolos para tratamento de individuos
diagnosticados durante a fase aguda ou inicio da fase cronica, especialmente nas areas onde a
transmissdo por vetores foi controlada. Similarmente, alguns paises tém guias e programas para
detecgdo e tratamento de doencas de Chagas congénita. Entretanto, a implementacéo de estratégias de
tratamento € seriamente limitada devido ao fato de que esses farmacos ndo sao disponiveis para muitos
pacientes em paises endémicos, seja porque ndo possuem registro, seja pelos elevados precos para sua
aquisicdo. O cuidado continuo com pacientes portadores da doenca de Chagas na forma crénica é
baseado em um longo periodo de tratamento assintomatico, o qual é caro e requer infra-estrutura clinica
especializada. N&o raro, esta exigéncia esta fora do alcance financeiro dos pacientes (MONCAYO-
SILVEIRA, 2009).

O Anel heterociclico tiazolina € uma sub-estrutura comum que ocorre na quimica organica,
encontrado numa variedade de produtos naturais de interesse estrutural e biolégico como as mirabazois,
tingazdis e tantazdis os quais demonstram atividade citotoxica contra contra tumores em murinos e uma
série de outras atividades bioldgicas como anti-virais, bactericida, fungicida e mais outras atividades.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial anti-Trypanosoma cruzi de
novos derivados tiazolidinicos, verificando sua toxicidade frente a células animais, sua atividade
tripanocida e identificar os possiveis alvos de atuacdo dos compostos através de microscopia eletrénica.
Uma vez que a Organizacdo Mundial de Saude recomenda que novas pesquisas sejam direcionadas
para a descoberta de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da Doenca de Chagas. Nesta
perspectiva, a avaliacdo de compostos tiazolidinicos, 0s quais s&o um importante grupo de moléculas
heterociclicas encontradas em produtos naturais e preparadas por via sintética para utilizacdo na clinica

médica, podem ser um forte candidato a novos farmacos tripanocidas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. A Doenca de Chagas

Em 1909, o Dr. Carlos Chagas (Figura 1) realizou a descrigdo Unica de uma descoberta médica,
uma nova doenca conhecida como Tripanossomiase Americana, bem como seu vetor e 0 agente
causador, um protozoario hemoflagelado denominado T. cruzi, o qual pode ser transmitido para
humanos através dos seguintes mecanismos divididos em dois grupos: (i) de insetos triatomineos
sugadores de sangue, por via oral ou contato com o sangue contaminado, e (ii) por acidentes de
laboratdrios, manejo de animais infectados, transplantes de drgdos, transmissdo sexual, ferimentos,
contato com esperma ou fluido menstrual contaminado e, hipoteticamente, inoculacdo criminal
proposital ou contaminagdo de comida com o parasita (CHAGAS, 1909; MONCAYO, 2009; DIAS,
1997; COURA, 2007). Esta descoberta iniciou um movimento para caracterizacdo das manifestacoes
clinicas da doenca e sua significancia epidemiologica (LARANJA et al, 1956). O Dr. Carlos Chagas
também ponteou as implicacGes sociais da doenca, relacionando as populagdes primarias atingidas de
baixo status socioecondmico e os resultados de altos niveis de morbidade e mortalidade (CHAGAS,
1909). Um visionario e humanista comprometido, o Dr. Carlos Chagas preveniu das implicacGes
biossociais da génesis, evolucdo e continuacdo da doenca, a qual, desta forma, requer tratamento e

controle apropriados que va mais longe que o campo da biologia (OLIVEIRA-JUNIOR, 2009).

|

l

Figura 1: Imagem do Dr. Carlos Chagas - J. Pinto. Arquivo Iconogréfico da Casa de Oswaldo Cruz, FOC(VPCC-F)2-1.

Segundo a Paleoparasitologia, a doenga de Chagas também foi um sério problema entre as

populagBes pré-historicas, especialmente com as repentinas mortes de adultos jovens e as
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consequéncias da fase crbnica, que é considerada nas formas intestinal e cardiaca. A descricdo de
lesbes tipicas da doenca de Chagas detectadas por PCR positiva para T. cruzi em mdmias naturais
encontradas no deserto do Atacama (onde o clima frio e seco age na preservagao dos corpos), com
9000 anos, demonstra a antiguidade da doenca e infec¢cdo em humanos (ROTHHAMMER et al, 1985;
FORNACIARI et al, 1992; GUHL et al, 1997; GUHL et al, 1999; GUHL et al, 2000; FERREIRA et al,
2000; AUFDEHEIDE et al, 2004; ARAUJO et al, 2009). N&o ha duvidas que a doenca de Chagas era
presente em meio as populacBes pré-colombianas, que agora compdem o Chile e o Peru. Grupos
humanos pré-histéricos no continente Americano provavelmente tiveram contato com o parasita em
varias ocasides, dependendo do caminho que eles atuaram e interagiram com o0 ambiente
(EMPERAIRE e ROMANA, 2006). Tudo isso foi demonstrado com o passar dos anos comegando por
Rothhammer e colaboradores (1985) descrevendo lesdes cardiacas consistentes com a fase crénica da
doenca. Em 1992, Fornaciari e colaboradores identificaram formas amastigotas em mumias Incas. Em
1997 e 1999, Guhl e colaboradores, utilizando-técnicas moleculares, isolaram o DNA de T. cruzi
presentes no tecido da mumia. Finalmente, em 2004, Aufderheide e colaboradores isolaram o DNA de
T. cruzi de mumias de Chinchorro datadas de 9000 anos.

A doenca de Chagas € uma zoonose transmitida em focus na natureza ou em unidades
ecoldgicas sem uma boa definicdo de ambiente geografico. As unidades ecol6gicas sdo compostas por
mamiferos domésticos ou silvestres e por insetos silvestres do género Triatoma (Figura 2), ambos
infectados com T. cruzi. Mais que 130 espécies foram encontradas como potenciais vetores do T. cruzi,
e no Brasil 52 espécies destes triatomineos foram descritas, mas cinco tem uma importancia
epidemiolégica particular porque foram domesticadas: Triatoma infestans (principal do Cone Sul),
Panstrongylus megistrus, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida.
Transmissdes continuas sdo asseguradas com ou sem o envolvimento de humanos. Essas condicdes de
transmissdo estdo presentes da latitude 42° Norte a latitude 40° Sul, significando que infeccdes com T.
cruzi ocorrem do Sul dos Estados Unidos ao Sul da Argentina. A figura mostra a distribuicdo da
infeccdo de Chagas nas Ameéricas, enfatizando as zonas endémicas e antropozoonoticas do Brasil
(MONCAYO -SILVEIRA, 2009; COURA e DIAS, 2009).
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Figura 2: A - Triatoma infestans; B - Triatoma megistrus; C - Triatoma brasiliensis (Cole¢do Entomoldgica - Instituto
Oswaldo Cruz - FIOCRUZ)

O movimento de migracdo da zona rural para a zona urbana que ocorreu na América Latina,
entre as décadas de 1970 e 1980, modificou o modelo epidemiolégico tradicional da doenca de Chagas
como uma condicdo da zona rural e transformaram para dentro da zona urbana numa infecgdo que pode
ser transmitida via transfusdo sanguinea. Em muitos paises da América Latina agora é obrigatério a
verificacdo dos sangues doados a bancos de sangue e sistemas para a constatacdo da infeccdo
(MONCAYO e SILVEIRA, 2009). Varias centenas de milhares de pessoas infectadas com o T. cruzi
podem estar vivendo infectadas na América do Norte, Europa e outros paises como resultado da
imigracdo para estas areas numa busca por melhores condi¢des de vida (SCHMUNIS, 2007).

A doenca de Chagas possui duas fases clinicas sucessivas: a aguda e a cronica. A fase aguda
permanece por cerca de seis a oito semanas (MONCAYO e SILVEIRA, 2009). Nesta fase da infecgéo,
parasitas sdo facilmente encontrados replicando-se em diferentes 6rgaos e tecidos bem como no sangue
circulante. Durante essa fase de infecgdo, a resposta imune adaptativa anti-T. cruzi reduz e controla o
parasitismo, mas ndo causa uma completa erradicacdo (WHO, 2002). Em muitos casos ndo ha
sintomas, mas nos caos sintomaticos existem pontos que sinalizam a inoculagdo: o chagoma ou Sinal
de Romafa (Figura 3), com febre, uma inflamacdo generalizada nas glandulas, edema,
hepatoesplenomegalia, miocardites e meningoencefalite (COURA et al, 2007).
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Figura 3: Sinal de Romafa da Doenca de Chagas (WHO)

Uma vez que a fase aguda diminui, sucedera a fase crbnica, onde mais pacientes infectados
recuperam-se aparentemente de seu estado de salde, no qual nenhum dano a 6rgao pode ser detectado
utilizando os métodos de diagndsticos clinicos padrdes atuais. A infeccdo somente pode ser verificada
por testes parasitoldgicos e soroldgicos. Esta forma da fase cronica da doenca é chamada de forma
indeterminada. De qualquer forma, varios anos depois da entrada na fase cronica, 20 a 35% dos
individuos infectados, dependendo da &rea geografica, poderd desenvolver lesGes irreversiveis no
sistema nervoso autbnomo, no coracao, esdfago, colon ou sistema nervoso periférico. A fase crénica
permanece por toda a vida do individuo infectado (MONCAYO e SILVEIRA, 2009). Ha também a
entdo chamada forma congénita mencionada mais cedo, onde a transmissdo ocorre através da placenta
ou corddo umbilical durante o parto, e isto podera ocasionar aborto, fetos prematuros ou com lesGes
organicas. Por ultimo, existe também a forma em imunossuprimidos, na qual a infec¢do cronica pode
voltar a ser aguda novamente, produzindo através disto miocardites difusas, lesdes no sistema nervoso

central e graves meningoencefalites (COURA, 2007)

Concordando que os espacos epidemioldgicos e entomolégicos ndo foram ultrapassados com as
divisdes politicas, os Ministérios da Saude da Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Paraguai e Uruguai
lancaram a “Iniciativa para a Eliminacao da Transmissao da Doenga de Chagas” em Brasilia, em Junho
de 1991. (MERCOSUR, 1991) Desde que o vetor do T. cruzi nestes paises, T. infestans, €
intradomiciliar, mantém-se a implementacdo de medidas de controle, que tenham de forma sucedida,
interrompido a transmissdo da doenca de Chagas. Representantes técnicos de cada Ministério foram
designados para constituir uma Comissao Intergovernamental carregada da implementacéo e avaliacéo
dos programas de controle. A Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) foi apontada com a

Secretaria desta Comissdo tem como principal fungdo a promocdo e coordenagdo. Os objetivos da
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Iniciativa do Cone Sul foram claramente estabelecidos desde o inicio e engloba a interrupcdo da
transmissdo vetorial e transfusional. Depois, outros objetivos desta Iniciativa foi a introdugéo, do
mesmo modo como o tratamento etioldgico e cuidados médicos de pacientes infectados como um dever
ético. Dados atuais da desinfestacdo de casas, verificagdo de bancos de sangue e incidéncia de infecgédo
com idades inferiores ha cinco anos indicam que as transmissfes congénitas e transmissoes
transfusionais da Doenga de Chagas foram interrompidas no Uruguai (1997), no Chile (1999) e no
Brasil (2006). A doenca de Chagas foi focalizada para eliminagdo pela Assembléia Mundial de Salde
na Resolucdo WHA 51.14, aprovada em maio de 1998, a qual foi recentemente revista pelo Corpo
Executivo da Organizacdo Mundial de Saude, em janeiro de 2009 (PAHO, 2007; WHO, 1994; WHO,
1995; WHO, 1996; WHO, 1997; WHO, 1998a; WHO, 1998b; WHO, 1999; WHO, 2000a; WHO,
2000b; WHO/TDR, 2006; WHO, 2009).

O Modelo implementado no Cone Sul foi Adaptado a Iniciativa dos Paises Andinos em 1996 e
a América Central em 1997(WHO, 2009), e mais recentemente na Iniciativa Amazonica, em 2004
(MONCAYO e SILVEIRA, 2009). De um ponto de vista geral, as mais importantes mudancas
alcancadas pela Iniciativa do Cone Sul foram: (i) interrupcdo da transmissdo de T. cruzi pelo T.
infestans, certificado no Brasil, Chile, Uruguai e Regido Leste do Paraguai e de cinco das provincias
endémicas da Argentina; (ii) notdvel reducdo na transmissdo vetorial na Bolivia gracas as casas
desinfetadas com inseticidas nas areas endémicas e controle regular de vetores ativos no Sul do Peru,
onde infestacdes domiciliares também sdo causadas pelo T. infestans; (iii) reducéo de transmissédo por
espécies secundarias no Brasil; e (iv) verificar todos os bancos de sangue em todos os paises
(MONCAYO e SILVEIRA, 2009).

Cem anos apds sua descoberta, a doenca de Chagas ainda é epidemiologicamente relevante,
afetando mais de 17 milhdes de pessoas em 18 paises endémicos na América Latina e possuindo mais
de 100 milhdes de pessoas em areas de risco e a ocorréncia de cerca de 50000 novos casos a cada ano
(COURA, 2007; DIAS, 2007; MONCAYO e SILVEIRA, 2009; SCHMUNIS, 2007). Continua sendo
um dos mais importantes problemas de salde publica e econ6micos na maioria dos paises da América
Latina, onde todos os anos aproximadamente 21.000 pessoas morrem em decorréncia as complicacfes
oriundas da doenca de Chagas (SATHLER-AVELAR, 2009; ROCHA et al, 2009; SCHMUNIS, 2007).
Recentemente, o Ministério da Saude Brasileiro divulgou dados confirmando a ocorréncia de 2.476

casos (1.603 vetoriais, 16 transfusionais, 7 transplacentario e 850 casos onde a forma de transmissao
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ndo foi identificada) da doenca na sua forma aguda entre os anos de 2001 a 2006, com 95 mortes
(http://dtr2004.saude.gov.br).

Considerando o interesse nas acdes para conter a disseminacdo da doenca de Chagas, ficam
alguns desafios: (i) preocupacdo com um grande numero de individuos com a doenca de Chagas
cronica que precisam ser tratados e ficam sob observacéo; (ii) manutencdo dos programas de controle
dos vetores; (iii) encorajamento e suporte ao surgimento de novas drogas que sejam mais efetivas e
menos toxicas para o tratamento etiologico dos casos cronicos; e (iv) encorajamento e instrucdo para

pesquisas e outras acdes estratégicas, como as discutidas por Coura (COURA, 2007).

2.2. O Trypanosoma cruzi

2.2.1. Aspectos Morfolégicos

Através da microscopia Optica € possivel se identificar morfologicamente algumas
caracteristicas no T. cruzi, como posi¢do do cinetoplasto, a posicdo entre o flagelo e o ndcleo, a
localizacdo da bolsa flagelar e a localizacdo do flagelo livre, levando a classificacdo dos parasitos sob
trés formas evolutivas: 0s amastigotas, 0s epimastigotas e os tripomastigotas (Figura 4) (SIQUEIRA-
BATISTA, 2007; FIOCRUZ-TECIA, 2009).

e Amastigotas: Encontrada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados, possui forma
arredondada com o cinetoplasto em forma de barra ou bastdo na regido que precede o
nacleo. Possui um flagelo curto, mas que ndo é visivel ao microscépio Optico, tendo
como Unico movimento a rotagdo, figura 4A.

e Epimastigotas: E a forma evolutiva encontrada no interior do tubo digestivo do
triatomineo. Possui forma alongada com cinetoplasto localizado anteriormente ao
nucleo. O flagelo emerge da bolsa flagelar com abertura lateral e percorre aderido a
parte do corpo do parasito, figura 4B.

e Tripomastigota: Corresponde a forma altamente infectante extracelular localizada em
ambos 0s hospedeiros; no invertebrado é o tripomastigota metaciclico e no vertebrado —
tripomastigota sanguineo. Possui forma alongada (podendo ser largo ou fino) e
cinetoplasto arredondado na regido posterior ao nucleo, figura 4C.
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Figura 4: A- formas amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi; B - formas epimastigotas
do Trypanosoma cruzi; C - formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi (PediatriaTropical, 2009)

2.2.2. Ultra-estrutura

O T. cruzi é o agente etioldgico da Tripanossomiase Americana, ou Moléstia de Chagas — é um
protozoario flagelado, pertencente ao filo Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma. Desde as suas descri¢des iniciais,
Chagas observou a morfologia nos varios estagios de desenvolvimento do T. cruzi (Figura 5)
(SIQUEIRA-BATISTA et al., 1998; SIQUEIRA-BATISTA, 2007; DE SOUZA, 2009).

Como protozoario, o T. cruzi possui a estrutura de células eucariéticas com membrana celular,

citoplasma e nucleo.

Membrana Celular: A semelhanca das demais membranas bioldgicas, a membrana celular do
T. cruzi é composta por dupla camada lipidica, na qual estdo imersas inUmeras proteinas. Seus
principais componentes sdo: Fosfolipidios, Proteinas e Glicocélice. A superficie celular da forma
epimastigota € em geral mais lisa em comparagdo com as formas amastigotas e tripomastigotas, que
apresentam sua superficie mais rugosa, diferencas apresentadas possivelmente causadas pela dimensao
das mucinas localizadas na membrana. Encontramos também uma regido na membrana celular das
formas epimastigotas e amastigotas uma estrutura denominada citéstomo, que estd envolvido na
captacdo de macromoléculas do meio (REY, 2001; SIQUEIRA-BATISTA et al., 1996; FIOCRUZ,
2009).

Citoplasma: O T. cruzi apresenta organelas caracteristicas das células eucari6ticas, como
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e ribossomos, possuindo também o cinetoplasto — tipico
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da ordem Kinetoplastida e encontrado em todas as formas evolutivas, o blefaroblasto e um flagelo
(ADADE et al., 2007; BRENER, 1997; DE SOUZA, 2002).
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Figura 5: Reprodugdo dos primeiros desenhos de Trypanosoma cruzi feitos por Carlos Chagas em 1909, onde pode-se

ver os estéagios de desenvolvimento nos hospedeiros invertebrados e vertebrados (Chagas, 1909).

e Mitocondria — E Gnica, tubular, possuindo paredes irregulares e cristas, com aspectos
dependentes do estagio parasitario analisado, tendo como elemento limitante uma dupla

membrana mitocondrial; ademais, apresenta intima relagdo com o cinetoplasto, havendo
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continuidade estrutural entre a parede de ambas as organelas (SIQUEIRA-BATISTA,
2007).

e Cinetoplasto — Estrutura peculiar da ordem Kinetoplastida e contém elevada
concentracdo de DNA extracelular do parasito, conhecido como DNA cinetoplatico ou
k-DNA (DIAS e MACEDO, 2005). O k-DNA possui cerca de 5 a 20 mil minicirculos e
50 cdpias de maxicirculos por rede, diferindo do DNA nuclear por sua composi¢do de
bases, estrutura molecular e auséncia de ligagdes com histonas. A principal fungdo dos
minicirculos é na codificacdo da informacdo genética necessaria para edicdo do RNA, ja
a dos maxicirculos € codificar enzimas da cadeia respiratéria — como ATPase e
citocromoxidase (WESLEI e SIMPSON, 1973; KLEISEN et al., 1976, SHAPIRO e
ENGLUND, 1995; LUKES et al., 2002; SIQUEIRA-BATISTA, 2007, DE SOUZA,
2009).

Flagelo: E observado em todos os estagios de desenvolvimento do T. cruzi. Mesmo na forma
amastigota, um pequeno flagelo é observado. O flagelo apresenta um tipo de estrutura de nove pares de
microtubulos periféricos duplos e um par central. O flagelo encontra-se intimamente ligada a um
corpusculo basal o qual por sua vez encontra-se firmemente associado a membrana mitocondrial
externa onde ocorre condensacdo do DNA e que € conhecida como cinetoplasto (DE SOUZA,2009;
FIOCRUZ, 2009).

Rotas de Secrecdo: As rotas secretdrias de T. cruzi sdo formadas por reticulo endoplasmatico liso e
rugoso, complexo de Golgi, localizado sempre entre 0 nucleo e o cinetoplasto, e um sistema de
vesiculas que brotam das cisternas de Golgi e migram em direcdo a bolsa flagelar onde eles se fundem
e 0 conteudo é despejado dentro desta bolsa (DE SOUZA, 2009).

Rotas Endociticas — Endocitose: Em muitas células eucariéticas, mesmo nos protozoarios
patogénicos, a endocitose € 0 mecanismo basico pelo qual macromoléculas séo internalizadas.
Moléculas endocitadas s@o subsequentemente degradadas no sistema endossomal-lisossomal, gerando
precursores importantes para varias rotas metabdlicas. Estudos com T. cruzi demonstram certas
peculiaridades do protozoario em relacdo a endocitose: (i) a ingestdo de macromoléculas p6 meio da

via endocitica € basicamente feita pela forma epimastigota, e tal atividade € inexistente ou muito baixa
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nas formas amastigota e tripomastigota; (ii) 0s epimastigotas tem dois sitios de ingestdo das
macromoléculas — bolsa flagelar e citostomo; (iii) todas as macromoléculas ingeridas pela células sdo
concentradas no reservossomo (DE SOUZA et al., 2009; FIOCRUZ, 2009).

Nucleo: O nucleo é envolvido por uma membrana porosa tipica, contém cromatina condensada
dispersa por toda parte no nucleoplasma. Pode ter aspectos diversos como denso ou frouxo, alongado
ou elipséide ou esférico, dependendo da forma evolutiva que se encontra o protozoario (DE SOUZA &
MEYER, 1974; SOLARI, 1995; ELIAS et al., 2001; REY, 2001).

Figura 6: A - Esquema geral da forma epimastigota do T. cruzi mostrando as principais estruturas celulares (Docampo et
al., 1975); B — Imagem de Microscopia Eletrénica de Transmissdo de uma forma epimastigota de T. cruzi demonstrando
Ndcleo (N), Cinetoplasto (K) e Flagelo (F). (Barbosa, 2010).
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2.2.3. Ciclo Biologico

O T. cruzi possui variagdes morfoldgicas e funcionais, alternando entre estagios que sofrem
divisdo binaria, epimastigotas e amastigotas, e a forma néo replicativa e infectantes - tripomastigotas. O
ciclo evolutivo do T. cruzi é complexo (Figura 7), marcado por uma série de transformacdes ao longo
de seu processo vital (BRENER, 1997; SIQUEIRA-BATISTA ET AL, 1996; WHO, 2002; FIOCRUZ-
AZAMBUIJA, 2009).

Ao realizar o hematofagismo, o inseto infectado alimenta-se do sangue do hospedeiro
invertebrado o que o forga a eliminar sua massa de excreta depositada em seu sistema digestivo, sendo
geralmente depositada na superficie da pele, item 1 da figura 7. Nestas fezes encontra-se a forma
infectante tripomastigota metaciclico. Devido a movimentacdo dos parasitos e a presenca de enzimas
histoliticas, o individuo picada causa escoriacdes ou feridas na pele facilitando a entrada dos
protozodarios para a circulacdo e para outras regides do corpo como a mucosa ocular, gerando o
conhecido Sinal de Romafia. Os tripomastigotas metaciclos sdo extremamente infectantes, podendo
invadir os primeiros tipos celulares que encontram — fibroblastos, macréfagos ou células epiteliais, que
geralmente os fagocitam. No interior destes elementos do Sistema Mononuclear fagocitario (SMF),
ocorre a proliferacdo e liberacdo de formas tripomastigotas e estas formas por sua vez podem atingir a
corrente circulatéria e atingir todos os tecidos do hospedeiro, onde sofreram por grandes
transformacdes estruturais tornando-se amastigotas multiplicativos, item 2 figura 7. Tais formas
sofrerdo uma série de divisdes binarias sucessivas no interior das células infectadas. Aproximadamente
12 horas antes da ruptura da célula, as formas amastigotas transformam-se em tripomastigotas
sanguineas, os quais apos a lise das células, poderdo invadir novas células, viabilizando a permanéncia
no hospedeiro, item 3 e 4 da figura 7 (SIQUEIRA-BATISTA, 2007; FIOCRUZ-DE SOUZA, 2009).
Caso 0 hospedeiro seja picado novamente por outro triatomineo, item 5 da figura 6, este podera ingerir
tripomastigotas sanguineos, e no intestino estas formas transformam-se em epimastigotas e mutiplicam-
se, item 6 e 7 da figura 7. J& na porcdo posterior do intestino, 0s epimastigotas diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicos em um processo chamado metaciclogénese, item 8 da figura 7
(FIOCRUZ-AZAMBUJA, 2009).
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Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do Trypanossoma cruzi
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Figura 7: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi (Abrahamsohn, 1A www.eca.usp.br/njr/voxscientiae/ises_almeida_48.htm)

2.3 Tratamento

A abordagem terapéutica da doenca de Chagas depende da fase clinica na qual se encontra o
enfermo — aguda ou crénica. No primeiro caso, a principal acdo é o emprego dos farmacos tripanocidas
— nifurtimox (Figura 8) e benzonidazol (Figura 9) — com o objetivo de erradicar a infecgéo, evitando-se,
assim, a evolucdo para a fase cronica, a qual podera cursar com graves alteracées (BRASIL, 2005).

O tratamento etiolégico € urgentemente indicado na fase aguda e reativacdo
(imunossupressdo). Neste momento, a taxa de cura parasitologica € de quase 100% e diminui com a
longa duracdo da doenga/infecgdo. Nos jovens, a prevaléncia de efeitos colaterais é baixa. O tratamento
etiologico também € indicado nas infec¢bes congénitas e no inicio da fase crénica. Nos adultos,
especialmente naqueles com a forma indeterminada, o tratamento etiol6gico poderia ser proposto, mas
balanceando os potenciais benéficos (para prevenir ou retardar o desenvolvimento da doenga de

Chagas) contra o longo tratamento programado com frequentes efeitos colaterais. As principais contra-
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indicacdes sdo a gravidez, insuficiéncia hepatica ou renal, especialmente o nifurtimox, que pode causar

desordens neurolégicas e psiquiatricas, como a epilepsia (WHO, 2009).

Nifurtimox e benzonidazol foram introduzidos na clinica medica nas décadas de 1960-70 e
ndo sdo considerados medicamentos ideais para o tratamento da doenca de Chagas devido a uma série
de fatores como baixa eficacia na fase cronica da doenca; significativas variacGes regionais na eficacia,
devido ao surgimento de resisténcia ao T. cruzi; alta taxa de abandono do tratamento devido aos efeitos
colaterais causados pelos medicamentos; longo periodo de tratamento (30 a 60 dias); necessidade de
monitoramento sob supervisdo medica especial. Em paises pobres, onde ndo € possivel estabelecer
programas de deteccdo em massa e 0 tratamento € muito caro, criancas com menos de 12 anos sao
normalmente as Unicas a receberem o tratamento por serem menos provaveis a desenvolverem lesdes
cronicas (DNDi, 2009).

Nifurtimox, um derivado nitrofurano, de nome comercial Lampit® (Bayer 2503, Leverkusen,
Alemanha) tem sido extensivamente utilizado por mais de trés décadas, mas atualmente ndo é mais
recomendado em varios paises, incluindo o Brasil. O mecanismo de acdo do nifurtimox ocorre pela
reducdo do farmaco pela nitrorredutase a um radical nitrodnion que reage com o oxigénio para formar
anions super-6xidos rapidamente catalisados a H,O, pela superdxido-dismutase. O acumulo desta
ultima molécula pode gerar radicais hidroxila altamente toxicas ao protozoario (URBINA e
DOCAMPO, 2003; MARIN-NETO et al, 2009).

Benzonidazol, um derivado nitroimidazol com atividade contra as formas tripomastigota e
epimastigota, é localmente produzido pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE), antes foi produzido pela Roche com o home Radanil® ou Rochagan®. Ele foi introduzido
no mercado, em 1971, e tem sido largamente utilizado como um agente efetivo para terapia
antiparasitaria nos casos agudos ou subagudos da doenca de Chagas, incluindo transfusdes e doencas
adquiridas em laboratorio e reativacdo da infeccdo em transplantados e outros pacientes
imunossuprimidos (MARIN-NETO et al, 2009). O mecanismo de a¢do do benzonidazol ocorre
possivelmente a geracdo de metabdlitos ativos nitrorreduzidos do benzonidazol, principalmente pela
citocromo P450 redutase, como também pela xantina oxidorredutase, aldeido-oxidase e por outras
enzimas do citocromo P450, os quais sdo capazes de se ligar covalentemente a lipidios e proteinas,
tanto do parasito quanto do hospedeiro (SIQUEIRA-BATISTA e GOMES, 2005; TAVARES, 2006) .
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Figura 8: Nifurtimox: 3-methyl-N-[(1E)-(5-nitro-2-furyl)methylene] thiomorpholin-4-amine 1,1-dioxide (Coura, 2002)

Por ser melhor tolerado pelo organismo, o benzonidazol é o medicamento mais utilizado na
linha de frente no tratamento. Apesar disso, a tolerancia individual varia, se um composto precisa ser
descontinuado, o outro pode ser utilizado como alternativa. O tratamento recomendado para a fase
aguda, infeccdo congénita ou fase cronica com menos de 10 anos é 8-10mg/Kg/dia do nifurtimox e 5-
7,5mg/Kg/dia do benzonidazol, ambos divididos em duas a trés vezes por dia durante 60 a 120 dias
(CRAIK et al, 2009, BERN et al, 2007). Os efeitos colaterais, adversos ou toxicos causados por ambos
0os medicamentos ao organismo sdo inumeros dentre eles podemos citar: pelo benzonidazol —
dermopatias por hipersensibilidade, febre e linfadenopatia, polineuropatia periférica, ageusia e
depressdo da medula Ossea, distrbios gastrintestinais, cefaléias e tonturas (BRASIL, 2005). Ja o
nifurtimox pode causar: mialgia e parestesia derivadas de polineurite periférica, distarbios
gastrintestinais, perda de peso, fraqueza, reacdes de hipersensibilidade (dermatites), cefaléia e
distarbios neurolégicos (BRASIL,2004).
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Figura 9: Benzonidazol: N-benzyl-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)acetamide (Coura, 2002)

2.4  Novas Perspectivas Terapéuticas
De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a Quimica
Medicinal ou Quimica Farmacéutica é uma disciplina que envolve essencialmente a area da Quimica,
Biologia, Medicina e Farmacia. Ela estd relacionada com a invencdo, descoberta, planejamento,
identificacdo e preparacdo de substdncias com atividade biolégica, bem como o estudo de seu
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metabolismo, interpretacdo de seu mecanismo de acgdo bioldgica a nivel molecular, e construcdo de

relagdes entre estrutura e atividade (IUPAC, 2009).

Considerando que a quimioterapia especifica para a Doenca de Chagas possui enormes
limitacOes, a pesquisa de novas alternativas terapéuticas se torna imperiosa. Neste sentido, utilizando
abordagens na area de Quimica Medicinal, foram desenvolvidos varios trabalhos na busca de moléculas

bioativas contra o T. cruzi.

A Organizacdo Mundial de Saude definiu o perfil para um agente anti-T. cruzi ideal, o qual
inclui alguns elementos fundamentais: (i) eficacia por via oral contra o parasita nas fases aguda,
indeterminada e crénica da doenca de Chagas; (ii) regime de tratamento completo em uma Unica ou
poucas doses; (iii) baixo custo; (iv) acessivel aos pacientes; (v) auséncias de efeito colateral ou
teratogénico; (vi) tratamento domiciliar; e (vii) ndo induzir ao fendbmeno de resisténcia (COURA e
CASTRO, 2002; CRAIK et al, 2009).

Desde a descoberta da doenca de Chagas, em 1909, varios compostos ja foram utilizados para o
tratamento da doenca. Entre eles cita-se o Atoxyl (composto contendo arsénio), fucsina (corante)
tartaro emético (antimonial) e cloreto de mercurio empregados experimentalmente por Meyer e Rocha
Lima, em 1912, e todos eles sem efeitos (COURA e CASTRO, 2002). Entre os agentes quimioterapico
empregados até 1962, destacam-se os antimalaricos, arsenobenzdis e outros arsénicos, fenantridinas,
sais de ouro, cobre e estanho, iodeto de sodio, violeta genciana, aminopterina, &cido para-amino
salicilico, hidrazida do &cido nicotinico, anti-histaminicos, sulfonamidas, ACTH, cortisonas, derivados
da estilomicina, anfotericina B, mais de 30 antibidticos e alguns nitrofuranos (COURA e SILVA, 1961;
BRENER, 1968; CANCADO, 1968). Depois da introducdo do nifurtimox e do benzonidazol, poucos
compostos foram testados com pacientes chagasicos como, por exemplo, o alopurinol — atua como um
substrato alternativo da hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase que esta incorporada no RNA,
levando a formagéo de novos nucleotideos e ao bloqueio da sintese de novas purinas (MARR, 1991) O
cetoconazol foi um dos primeiros imidazéis a demonstrarem atividade in vitro contra o T. cruzi com
acumulacdo de metabdlitos do metabolismo de esterol em epimastigotas. Fluconazol e itraconazol tém

seus mecanismos de agdo contra T. cruzi interferindo na sintese de ergosterol (DE CASTRO, 1993).
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Apds 1992/1993, novas propostas de compostos foram apresentadas dentre elas: moléculas
sintéticas (derivados de tiadiazinas, de 1-2-5-oxadiazol-N-6xidos, de acridinas, de nitroimidazois, de
nitrofuranos, de fenotiazinas, de compostos e complexos metalicos, de dinitroanilinas, de produtos
naturais) (COURA e CASTRO, 2002).

Por outro lado, um dos grandes problemas ocasionados pela doenca de Chagas € a cardiopatia,
em especial a cardiomiopatia chagasica cronica. Neste sentido, o coragdo é um potencial alvo para a
medicina regenerativa utilizando células-tronco, através técnicas de terapia celular. Estudos com
modelos animais e clinicos vém demonstrando um caminho promissor para a terapia celular em
pacientes cardiacos, porém varias perguntas necessitam serem respondidas para uma maior efetividade
desta terapia. Outro ponto a ser considerado € que a utilizacdo de células-tronco ndo traria a cura aos
portadores de Doencas de Chagas, apenas serviria para reparar as agressdes causadas ao miocardio e
possibilitaria ao individuo conviver com o parasito sem sintomatologia (FIOCRUZ-SOARES e
SANTOS, 2009).

2.5. Tiazolidinas
As tiazolidinas representam uma importante classe de moléculas que possuem uma grande
variedade de atividades bioldgicas em virtude da capacidade de interagirem com o0s sistemas

bioldgicos.

O anel heterociclico pentagonal presente na tiazolidina (Figura 10) é um “scaffold” que pode ser

associado a varias atividades biologicas (SARAF, 2008).
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Figura 10: Subestruturas baseadas na tiazolidina A = Tiazolidina; B = Tiazolidin-2-ona; C = Tiazolidin-4-ona;
D = Tiazolidin-5-ona; E = Tiazolidina-2,4-diona (Saraf, 2008)
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Por sua vez, a funcionalizacdo das tiazolidinas conduz a moléculas da série 4-tiazolidinona, que
sdo caracterizadas pela presenca de um grupo carbonila na posicdo 4-. Diversos substituintes nas
posicdes 2-, 3- e 5- podem ser introduzidos na molécula. Entretanto, as mais importantes diferencas na
estrutura e propriedades sao exercidas por grupos quando ligados ao atomo de carbono da posicéao 2- (R
e R’ em posi¢do 2- ou X em posicdo 3-). Adicionalmente, variacdes nos substituintes ligados ao atomo
de nitrogénio e ao atomo de carbono metilénico sdo possiveis para as estruturas representadas por 2- e
3- (Figura 11).

3 0 O O
HN—, HN Af HN f
QQS 5 RR' S X S
1
1 2 3

X =0, S, NR, NN=CRR'

Figura 11: Anel tiazolidindnico e possibilidades de substitui¢des

Entre as atividades biologicas dos derivados da tiazolidina citadas na literatura encontram-se:
antiinflamatdria (inibicdo da COX) (VANE, 1987; FU, 1990; DUBOIS, 1998. PREVITERA, 1990;
DIROSA, 1971; CUZZOCREA, 1998; OTTANA, 2005), anticonvulsivante (SHYAM, 1972; KUMAR,
1970; DWIVEDI, 1972; PARMAR, 1972), hipnética (CHAUDHARY, 1974; CHAUDHARY, 1976),
antitubercular (TURKEVICH, 1972; FRENCH PATENT, 1973; LITVINCHUK, 1964;
KAPUTAYAK, 1965; FUJIKAWA, 1969; ZUBENKY, 1974; DANILA, 1979; BABAOGLU, 2003;
KOLOMOITSEV, 1970; CAVALLERI, 1977; MOUSSERON, 1972), antibacteriana (MANDLIK,
1966; MOHAN, 1972; KAVITHA, 2006; BONDE, 2004; BONDOCK, 2007, BONDOCK, 2006;
VICINI, 2006), anti-helmintica (McGUIRE, 1966; BRODY, 1971; FRENCH PATENT, 1975;
GIRAUDON, 1973; ARIES 1974; ARIES, 1976), cardiovascular (NAGAR, 1973; MOMBER, 1999),
anticancer (GUDUDURU, 2004; DEXTER, 1979; BRATTAIN, 1981; FOGH, 1975; TOMPKINS,
1974; NCI, 1996; HIS, 2000; SHUREIQI, 2000; PYO, 2001; OTTANA, 2005); anti-histaminica
(antagonista de receptores H1) (NARUTO, 1985; BOREA, 1986; DIURNO, 1992; SINGH, 1994,
AGRAWAL, 2000; DIURNO, 1999; EMMET, 1982; WALCZYNSKI, 1999; WALCZYNSKI, 2000);
antifangica (SHARMA, 1967; SRIVASTAVA, 1969; MISRA, 1971; EDWARD, 1965; KATTI, 2005;
DANDIA, 2006), antiviral (RAWAL, 2005), anti-hipertensiva (HARGRAVE, 1983), analgesica, anti-
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reumatica, antipirética (TSUJI, 1994) e anti-HIV (PARSONS JR, 1994; BOYCE, 1994), entre outras
(SARAF, 2008; SAEED, 2008).

2.6. Mecanismo de Ac¢do: o Papel do Grupo NO;

Evidéncias indicam que o nifurtimox e benzonidazol atuam através da formacédo de radicais
livres e/ou metabdlitos eletrofilicos. O grupo nitro (NO,) presente nestas moléculas, e na maioria de
nossos derivados tiazolidinicos, é reduzido ao grupo amino (NH,) pela acdo de enzimas do tipo
nitroredutases, que atuam especificamente em sistemas moleculares do tipo R-NO,. Este processo,
iniciado pela reacao catalisada pela NADPH citocromo P450 redutase (EC 1.6.2.4), leva a formacao de
um intermediario nitro radicalar (R-NO,") com subsequente formacdo de hidroxilamina (R-NHOH).
No caso do nifurtimox, o radical reduz o oxigénio molecular (O) formando o ion superoxido (O,7) e
regenerando o grupo NO, num processo conhecido como ciclo redox (redox ciclyng) (DOCAMPO,
1981; MORENO, 1982; MASON, 1998; MAYA, 2003; MAYA, 2007). O ion superdxido formado é
captado pela enzima superdxido dismutase (EC 1.15.1.1) gerando perdxido de hidrogénio (H,O;) que,
através da reacdo de Haber-Weiss na presenca de ions Fe-lIl, forma o radical hidroxila (OH) (DIAZ,
1988; ROMANHA, 2002). A esta espécie tem sido atribuido o efeito tripanocida por mecanismos
complexos que envolvem ligacdo a lipideos, proteinas e ao DNA do T. cruzi Por outro lado, o farmaco
benzonidazol ndo atua através do ciclo redox e ndo depende diretamente de espécies reativas de
oxigénio (ROS - reactive oxigen species) (DOCAMPO, 1981; MORENO, 1982; MASON, 1998;
MAYA, 2003; MAYA, 2007). O radical nitro formado pelo benzonidazol estaria envolvido com seu
efeito tripanocida através da formacdo de ligacdes covalentes com macromoléculas do T. cruzi (e.g.,
DNA e citocromo P450) (DIAZ, 1988).

Benzonidazol Nifurtimox
R-NO, R-No2
Proteinas
. Lipideos 2H
Nitroredutases DNA Haber- Wass SOD féz‘é,’x Nitroredutasss
"+ OH < 02 + H-05
Y 1
GSH GSSG Metabdlicos
R-NH,=<—R-NO/ R-NHOH R-NO,"—> ' ™° = R-NH
Y T(SH)zw T(S) Nitro &nion adical E/2filicoe 2
Tibdis conjugados Tiodis conjugados

Figura 12: Mecanismo de ac¢do proposto para os farmacos nifurtimox e benzonidazol (Dias, 2009).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Pesquisar novas moléculas tiazolidinicas com atividade frente ao T. cruzi.

3.2.  Objetivos Especificos

. Avaliacdo da atividade citotoxica de novas tiazolidinadionas em células esplénicas de
camundongos isogénicos;

. Avaliacdo da atividade tripanocida de novas tiazolidinadionas em formas tripomastigotas e
epimastigotas de T. cruzi;

. Avaliacdo ultraestrutural da acdo de novas tiazolidinadionas sobre a forma tripomastigota do T.
cruzi.
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ABSTRACT

Chagas’ disease or American Trypanosomiase is a serious public health problem and affects
about 18 million people around the world. Like other neglected tropical diseases, treatment
available for suffers is scarce. Currently only two drugs are available, benznidazole and
nifurtimox, both with serious side effects. Policies encouraging the development of new drugs
and/or therapy has been stimulated by both the Special Program for Research and Training in
Tropical Diseases and the Drugs for Neglected Diseases initiative. The present study
evaluated the antichagasic potential of the new thiazolidines derivatives by the assessment of
the cytotoxic effects on cells of isogenic mice; the trypanocidal activity against the
trypomastigote and epimastigote forms of Trypanosoma cruzi; and by Transmission electron
miscroscopy. The results demonstrated antichagasic potential of the new thiazolidines
derivatives at low cytotoxic concentrations on various parts of the parasite, inducing paratites
to some pathways of cell death (apoptosis or autophagy). Possibly this action of the
compound can be explained by the presence of the NO, group in its molecule It may be
concluded that the thiazolidines derivatives used on the present study may be used as anti-

Trypanosoma cruzi.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Thiazolidines; Transmission Electronic Microscopy; Chagas

Disease; Anti-Trypanosoma cruzi in vitro activity
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1. INTRODUCTION;

Chagas’ disease was first described as a pathology in 1909 (Chagas, 1909). It is endemic
only on the American Continent and it is caused by a flagellate parasite, the Trypanosoma
cruzi, which is transmitted to humans primarily by blood-sucking triatomine insects and via
blood transfusion (Moncayo and Silveira, 2009). Several millions of people infected by the T.
cruzi may be living in North America, Europe and other countries as a result of immigration to
these areas in search of better living conditions (Schmunis, 2007). One hundred years after
its discovery, Chagas’ disease remains epidemiologically relevant as it affects approximately
20 million people from southern United States to southern Chile; more than 90 million people
live in areas of risk; and it has an incidence of approximately 200.000 new cases each year
(Moncayo, 2009; Schmunis, 2007; Coura, 2007; Dias, 2007; Boiani et al, 2008). It remains
one of the most important public health problems as well as economic treat in most countries
of Latin America, as it is expected a around 21.000 death related to its complications
(Schmunis, 2007; Sathler-Avelar et al, 2009; Rocha et al, 2009).

Despite significant advances on the understanding of both the biochemistry and
physiology of its etiological agent, its current specific treatments are usually effective only on
the acute phase. Once the disease progresses to later stages, there is no effective treatment
and a rise of severe side effects associated with long-term treatments is observed (Bollini et
al, 2009).

There are two drugs currently available for the treatment of Chagas’ disease: Nifurtimox®
(Nfx) and benznidazole® (Bnz). Nfx is a nitrofurane and Bnz is a nitroimidazole compound
(Moreno et al, 1982). The use of these drugs to treat the acute phase of the disease is widely
accepted. Despite, both Nfx and Bnz being able of either eliminate the parasitemia and to
reduce serological titers on both acute and early chronic infections, they are not active against
all T. cruzi strains and have significantly low efficacy in long-term chronic infections (El-Sayed
et al, 2005; Berman, 2003).

Both drugs act via the reduction of the nitro group. In the case of Nfx, the reduction
generates an unstable nitro anion radical that produces highly toxic reduced oxygen species.
The side effects of this drug result from the oxidative damage in the host’s tissues and are,
thus, inextricably linked to its anti-parasitic activity (Gerpe et al, 2009). Benznidazole acts via
reductive stress and involves covalent modification of macromolecules by nitro reduction

intermediates (Coura and De Castro, 2002). However, their use in the treatment of patients
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on chronic phase is controversial. The undesirable side effects of both drugs are major
drawback of their use. Often, the physician needs to stop the treatment (Bollini et al, 2009).
For these reasons the search of new drugs against this parasitic disease is essential and
urgent (Solomon and Robert, 2003).

On the other hand, one of the main objectives of organic and medicinal chemistry is the
design, synthesis and production of molecules valuable as human therapeutic agents (Verma
and Saraf, 2008). The heterocyclic structures are receiving special attention as they belong to
a class of compounds with proven utility in medicinal chemistry (Thompson and Ellman, 1996;
Nefzi, et al, 1997; Frazen, 2000).

There are numerous biologically active molecules with five-membered rings, containing
two heteroatoms (figure 1). Thiazolidine is considered an important scaffold to be associated
to several biological activities (figure 1) (Barreca et al, 2001; Barreca et al, 2002; Goel and
Kumar, 1999; Allen et al, 2004).

The objective of this study was to evaluate the trypanocidal action of new thiazolidine
derivatives against trypomastigote and epimastigote forms of Trypanosoma cruzi, and identify
by transmission electron microscopy, ultra-structures that were targets of action of the

compounds tested.
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Figure 1: Substructures based on thiazolidine A - Thiazolidine; B - Thiazolidin-2-one; C - Thiazolidin-4-one; D -
Thiazolidin-5-one; E - Thiazolidin-2,4-dione.

35



2. MATERIALS AND METHODS;
2.1 - Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of the compounds was determined using BALB/c mice splenocytes (5x10°
cells/well), obtained by Pereira et al (2004), cultured in 96-well plates in RPMI 1640 (Sigma®,
MO, USA) supplemented with 10% of fetal calf serum (Cultilab, Campinas, SP, Brazil) and 50
pg/mL of gentamycin (Novafarma, Anapolis, GO, Brazil). Each compound (LPSF-SF 29;
LPSF-GQ 109) was dissolved in DMSO and was evaluated for their ability to inhibit
splenocyte’s proliferation at six different concentrations (1, 5, 10, 25, 50, and 100 yg/mL). The
experiments were carried out in duplicate. Cell proliferation was determined by adding 1 uCi
of [*H] — thymidine per well during 24 h at 37°C and 5% CO, environment (HF212UV,
Shanghai Lishen Scientific Equipment, Shangai — China). After this period, the content of the
plate was harvested to determine the *H-thymidine incorporation using a beta-radiation
counter (1209 Rackbeta Liquid Scintillation Counter, Co. LKB Wallace, Turku - Finland). The
toxicity of each compound was determined by comparing the percentage of *H-thymidine’s

incorporation of drug-treated wells to untreated ones.

2.2- Parasites
2.2.1. — Trypomastigotes

Trypanosoma cruzi (Y-strains) trypomastigotes were obtained from the supernatant of 5—
6 day-old infected Vero cells (Department of Immunology - Research Center Aggeu
Magalhédes, Recife, PE, Brazil) maintained on a RPMI-1640 (Himedia Laboratories, Mumbai,
India) medium supplemented with 2% fetal calf serum (FCS) for 5-6 days at 37" C in a 5%
humidified CO, atmosphere. After this time, supernatant was collected, centrifuged at 500xg
for 5 min and allowed to remain at 37° C for 30 min. During this period, trypomastigotes in the
pellet moved into the supernatant medium, which was then collected and centrifuged (1000xg
for 10 min). The trypomastigotes concentrated on the pellet were counted (LO - Laboroptik
GmbH, Friedrichsdorf, Germany), and used in a concentration of 5x10° cells to infect a
monolayer cell culture (host cells cultivated in 25 cm? culture flasks). After an incubation of 24
h, the culture medium was changed to remove free parasites and the host cells re-incubated

(37° C, 5% humidified CO, atmosphere). The culture medium was changed at 48 h intervals.

36



2.2.2 — Epimastigotes

Epimastigote forms of Y-strain T. cruzi were axenically grown and maintained in complex
medium containing 37 g L—1 brain heart infusion (BHI; Difco®, MA, USA), 10 pg L-1 hemin
(Sigma®, MO, USA), 20 ug L™ folic acid (Sigma®, MO, USA), and 10% (v/v) fetal bovine
serum (FBS; Gibco, BRL®) for 7 days at 28°C (Freire-de-Lima et al, 2008).

2.3- In vitro anti-T. cruzi activity assessment

The new thiazolidines derivatives were initially tested in vitro against the epimastigote
and trypomastigote forms of T. cruzi. To determine the anti-proliferative effect of T. cruzi
epimastigotes (10%mL) were grown in axenic cultures. The cultures (100 L), at the log phase
of growth, were placed in 96-well plates at (26° C). The growth of both epimastigotes and
trypomastigotes forms were assessed at both on the absence or presence of different
concentrations of thiazolidine derivatives (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 e 0,1
pg/mL) for 11 days at 28°C for epimastigotes. Culture plates of trypomastigotes were
incubated again at 37 °C in a 5% humidified CO, atmosphere for 24 hours. After this time, the
counting of the parasites was performed to by hemocytometery (LO - Laboroptik GmbH,
Friedrichsdorf, Germany). The ICso for each compound was calculated and compared to the
control (no drug added to the medium). The determination was carried out by the comparison
between the values of viable parasites counted by hemocytometery. Nfx and Bnz were used

as the trypanosomicidal reference drugs.

2.4—- Transmission Electronic Microscopy

Control and thiazolidine derivatives-treated trypomastigotes were fixed in 2.5%
glutaraldehyde, in 0.1M cacodylate buffer, pH7.2; for 2 h at room temperature. The parasites
were rinsed three time in 0.1M cacodylate buffer, and post-fixed in 1% OsO, plus 0.8%
potassium ferrocyanide and 5mM calcium chloride in 0.1M cacodylate buffer, pH 7,2; for 1 h
at room temperature. The parasites were then rinsed in PBS, dehydrated in acetone, and
embedded in Epon 812 (Sigma Company, St Louis, MO - USA). Ultra-thin sections obtained
with a ultramicrotome were stained with uranyl acetate and lead citrate, and then
photographed and analyzed in a FEI transmission electron microscope (Morgagni 268D, FEI
Company, Hillsboro, Oregon — USA) (Bisaggio et al, 2006).
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3 RESULTS;
Cytotoxicity assay

The cytotoxicity assay was performed with two thiazolidine’ derivatives, being
evaluated the potential toxicity of the molecules on animal cells. Each derivative was
prepared in six dilutions (100; 50; 25; 10; 5 e 1 pug/mL) and kept during 24 hours in contact
with splenocytes. The percentage of inhibition of incorporation of tritiated thymidine (*H-
thymidine) to the genetic material of the splenocytes was determined by the comparison
between the percentages of incorporation of *H-Thymidine to treated and non-treated cells.
Concentrations showing inhibition of the incorporation of *H-thymidine of less than 30%
compared to untreated controls were considered non-toxic to animal organisms (spleen cells
of mice). The results of the present study showed that all tested thiazolidine’ derivatives had

no toxicity on splenocytes (Table 1).

In vitro anti-T. cruzi activity assessment

The in vitro assay anti-T. cruzi activity, thiazolidine’s derivatives were evaluated against
both trypomastigote and epimastigote forms of Y-strain of T. cruzi. The trypomastigostes and
epimastigotes were incubated in the presence of nine different concentrations (100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 e 0,1 pg/mL) of the thiazolidine’ derivatives and subsequently a
count viable parasites in a Neubauer chamber was carried out to determine the ICso for each
compound. The compounds showed ICsy values very close to those of the reference drugs

(Nfx and Bnz) and may be seen on Table 1.

Table I - In vitro Biological characterization of thiazolidines derivatives

ICs0% Epi IC509% Trypo Sy _— f%). .
(ug/mL) inhinibition
LPSF - GQ 109 NR 2,9 1 4,13
LPSF - SF 29 4,11 10,29 25 29,20
BNZ 1,73 1,63 25 25,38
NFX 0,54 0,79 1 26,52

Table 1: percentage of growth inhibition was determined comparing the percentage of the percentage of [*H]
—thymidine incorporation of drug-treated wells in relation to untreated wells.
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Transmission Electronic Microscopy

The EM study aimed to study possible morphological alterations caused by the
thiazolidine’ derivatives used on T. cruzi. For this, we evaluated the interaction of two
compounds, LPSF-GQ 109 and LPSF-SF 29 against the trypomastigote form of T. cruzi. The
concentrations used were 2.9 pg/mL for the LPSF-GQ 109 and 10.29 pg/mL for the LPSF-SF
29, concentrations corresponding to their ICso values for the trypomastigote forms.

Figure 2 shows the effects of the LPSF SF-29 on the trypomastigote form of T. cruzi. The
figure (2A) present normal trypomastigotes form. We found both chromatin condensation and
migration to the vicinity of nuclear envelope, which presented obvious structural
disorganization (2B). Another finding was the presence of myelin bodies (2B). In (2C) was
observed a prominent vacuolation within T. cruzi.

The GQ 109 caused several alterations on the morphology resembling those seen on a
cell in treated parasites, as can be seen in the images of Figure 3. These alterations included
the Increased volume of kinetoplast, changes in the morphology of mitochondria and
presence of lipid bodies (3A); Super condensed nuclear chromatin (3B); Disintegration of the
nuclear membrane and increased cinetoplasma (3C); Endoplasmic Reticulum (ER)
fragmented (3D).

4 DISCUSSION;

The results of the present study showed that all tested thiazolidine’ derivatives had no
toxicity on splenocytes (Table 1). Compared with drug references, thiazolidine derivatives
showed activity values, anti-T. cruzi very similar. Tests with new substituents to the scaffold
thiazolidine are necessary to determine a better activity.

The alterations founded in figure (2B) may be indicative of a feature of a cell in
apoptosis (Lockshin and Zakeri, 2004). Changes on mitochondrial complex (kinetoplast-
mitochondria) were seen and consisted of the presence of blistering throughout its length.
The mitochondrion is considered a key structure of the central mechanism of the control of
programmed cell death (PCD). This change may indicate that the parasite is undergoing a
PCD (2D) (Menna-Barreto et al, 2009). Another finding indicative of PCD induction by the
LPSF SF-29 was the presence of myelin bodies (2B). The relationship between the presence
of myelin structures and mitochondrial alterations within the parasite are characteristics of

autophagic events (Sperandio et al, 2000).
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A : s OSmm - . ; USmm - 1
Figure 2: Thiazolidine derivative LPSF SF-29 causes major changes in the ultrastructure of
trypomastigotes of T. cruzi. A- MET image of untreated parasites presenting typical morphology of normal
(N) Nucleus, (K) Kinetoplast and (F) Flagele; B-D - MET images of parasites treated with 10.29 pg/mL
LPSF-SF 29; B-presence of myelin structures (white arrow), disorganization of nuclear envelope (white
triangle) and chromatin condensation (thin arrow); C - Prominent vacuolation (black asterisk); D - Changes
in mitochondrial complex (white asterisks) and perinuclear chromatin condensation (thin arrow).

The disarrangement of cytosolic membranes (presence of autophagic-like structures;
increase in size of kinetoplast-mitochondria; and the appearance of concentric membranous
structures within the organelles observed on the present investigation are very similar to an
inhibitory effect of the lipid biosynthesis (3A) (Santa-Rita et al, 2005; Lazardi et al, 1990;
Vivas et al, 1996; Braga et al, 2004). The changes observed within the parasites treated with
the GQ LPSF-109 seemed to affect the biophysical properties of the parasite, which may lead
to lysis of the parasite (Menna-Barreto et al, 2009).

Another alteration observed that might corroborate the hypothesis that the LPSF GQ-
109 may act as an inhibitor of the lipid biosynthesis was seen on organelles visualized at low
electron density. The decrease in electron density observed may suggest a possible

interference on the lipid content and the accumulation of macromolecules (Cunha-e-Silva et
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al, 2002). Pre-lysosomal compartments represent the crucial storage of lipids and proteins in
the parasite (3A) (Soares, 1999). Possibly, these changes on the content of reservossomo, is
related to the impairment of the biosynthesis of lipids in trypomastigotes of T. cruzi. However,
further tests are needed to corroborate this hypothesis.

Autophagic cell death involves the activation of the autofagossomal-lysosomal system
(Bursch, 2001). Autophagosomes are double membrane vesicles responsible for the globbing
of cytoplasmic constituents during changes of organelles. After the fusion of autophagosomes
to the lysosome, an autophagosome is formed, in which cellular debris is digested (Menna-
Barreto et al, 2009). Globbing was caused by LPSF GQ-109 (Figure 3).

TR

tripoamastigotas T. cruzi. A - Increased volume of kinetoplast (black asterisk), changes in the morphology
of mitochondria (white arrow) and presence of lipid bodies (white triangles); B - Super condensed nuclear
chromatin (white star) similar to an apoptotic process; C - Disintegration of the nuclear membrane (white
arrows) and increased cinetoplasma (black asterisk); D - Endoplasmic Reticulum (ER) fragmented (white
asterisk). Barag = 0,5 um/Barcp =1 um

Molecules containing the thiazolidine nucleus may be promising against Trypanosoma
cruzi. The action of the compound LPSF SF-29 on the ultrastructure of T. cruzi was quite
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satisfactory, whereas, the dose of the compound was well below the toxic concentration that it
has on animal cells. Possibly this action of the compound LPSF SF-29 can be explained by
the presence of the NO, group in its molecule, thus generating reactive oxygen species or
generating peroxides within the parasite (Dias et al, 2009).

Our results lead us to conclude that both LPSF-SF 29 and LPSF-GQ 109 induces one
or more pathways of cell death (apoptosis or autophagy) on trypomastigote form of T. cruzi

and they may be promising compounds against Trypanosoma cruzi.
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4.2. OUTROS RESULTADOS

O ensaio de citotoxicidade foi realizado com 12 compostos tiazolidinicos, sendo avaliado o
potencial de toxicidade das moléculas sobre células animais. Cada derivado tiazolidinico foi preparado
em seis concentracfes (100; 50; 25; 10; 5 e 1 pg/mL), por 24 horas, na presenca de esplendcitos. O
percentual de inibicdo da incorporacdo da timidina tritiada (*H-Timidina) ao material genético dos
esplendcitos foi determinado comparando-se o percentual de incorporagdo da *H-Timidina as células
tratadas com os derivados tiazolidinicos em relagdo ao percentual de incorporacdo da *H-Timidina as
células sem tratamento. As concentragbes que apresentaram uma inibicdo na incorporacdo de *H-
Timidina inferior a 30% em relacdo ao controle ndo tratado foram considerados atdxicas a organismos
animais (células esplénicas de camundongo), sendo utilizadas como pardmetros para 0s testes
seguintes. Concentracdes que indicaram uma inibic&o na incorporacdo de *H-Timidina superior a 30%
foram consideradas toxicas em nosso trabalho (Tabela 1). Nas condi¢Ges experimentais utilizadas, os
resultados obtidos demonstraram que 0s compostos tiazolidinicos ndo apresentam toxicidade para
esplendcitos.

Nos ensaios de atividade antiparasitaria os derivados tiazolidinicos foram testados para se
avaliar o potencial contra parasitos de T. cruzi. Vérias atividades ja foram descritas na literatura para
moléculas da série tiazolidinadiona, porém a atividade antiparasitaria ainda ndo havia sido relatada.

Os compostos inicialmente testados no ensaio de citotoxicidade foram entéo avaliados de modo
in vitro contra a forma infectante tripomastigota metaciclicas do T. cruzi, cepa Y, para se determinar
seu potencial anti-T. cruzi. Os tripomastigostas foram incubados na presenca de 9 diferentes
concentracdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 e 0,1 pg/mL)de todos os 12 derivados
tiazolidinicos disponiveis e posteriormente foi feita a contagem de parasitos vidveis em camaras de
Neubauer para em seguida se realizado o 1Cs, (metade da concentragdo inibitdria maxima de um
composto) de cada composto. Como controle positivo foram utilizados os farmacos disponiveis no
mercado contra a Doenca de Chagas: o nifurtimox e o benzonidazol. Os resultados foram expressos na
Tabela I.

Os compostos foram testados in vitro contra a forma epimastigota do T. cruzi, cepa Y, foram
incorporados nas mesmas nove concentragdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 e 0,1 pg/mL)
que as formas tripomastigotas foram testadas, para com isso se determinar o potencial de letalidade dos
compostos em relacdo a letalidade gerada pelos compostos padrdes. E 0 1Cs S0 foi determinado para 0s

compostos com estabilidade estatisticas nos resultados.
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Os demais compostos apresentaram um ICsp inferior a maxima concentracdo atoxica segura a

ser utilizada em organismos animais, demonstrando potencial atividade contra T. cruzi. Em

comparacdo com as drogas padrdes, os derivados tiazolidinicos com os melhores resultados ainda n&o

apresentaram valores melhores que as drogas padrdes disponiveis no mercado, levando-nos a pensar

em outros substituintes ao “scaffold” tiazolidinico.

O percentual de inibicdo da incorporagdo da timidina tritiada ao material genético dos

esplendcitos, foi determinado comparando-se o percentual de incorporacdo da timidina tritiada as

células tratadas com os derivados tiazolidinicos em relacdo ao percentual de incorporacdo da timidina

as células sem tratamento.

Tabela | — Caracterizacao biolégica in vitro dos derivados tiazolidinicos

1Cs09% Epi 1Cs509% Tripo Citotoxicidade (ug/mL) % inibicéo
GQ 32 NR ND 5 21,91
GQ 77 ND ND 25 18,45
GQ 98 NR ND 25 29,91
GQ 109 NR 2,9 1 4,13
GQ 116 - 5,33 10 20,76
SF 17 28 ND 50 16,58
SF 22 10,11 ND 10 14,83
SF 24 ND ND 25 16,24
SF 25 16,83 ND 25 0
SF 27 24,36 ND 1 20,59
SF 29 4,11 10,29 25 29,20
SF 31 ND ND 25 26,68
BNZ 1,73 1,63 25 25,38
NFX 0,54 0,79 1 26,52

Tabela 1: NR — N&o Realizado; ND — N&o Determinado

Nos estudos conduzidos pela microscopia eletrénica, observou-se as principais estruturas

modificadas pelos compostos tiazolidinicos sobre o T. cruzi. Para isso avaliamos a interagdo de dois
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compostos, 0 GQ 109 e o SF 29 contra a forma tripomastigota do T. cruzi. As concentracdes utilizadas

foram 2,9 e 10,29 pg/mL para o GQ 109 e o SF 29 respectivamente.

As imagens abaixo (figura 13) demonstram os efeitos do composto LPSF-SF 29 sobre a forma
infectante tripomastigota do T. cruzi. Uma das alteracbes observadas através foi a condensacdo da
cromatina e sua migragéo para as proximidades da carioteca a qual apresenta evidente desorganizacao
estrutural, indicando, segundo Lockshin 2004, caracteristicas de uma célula em um processo de

apoptose.

O complexo mitocondrial (mitocondria-cinetoplasto) sofreu modificagfes causadas pelo LPSF-
SF 29) com formagdo de vesiculas por toda a sua extensdo. A mitocdndria mostra-se como um posto
central no controle do mecanismo de morte celular programada (PCD), e sua alteracdo apods a
administracdo de compostos com caracteristicas tripanocida, € um indicativo que a célula do parasito
esta sofrendo uma PCD (figura 13) (MENNA-BARRETO, 2009).

Outro achado que indica o efeito indutor do LPSF-SF 29 a uma PCD foi a constatacdo da
presenca de corpos mielinicos (figura 13). Esta relacdo entre a presenca de estruturas mielinicas e
alteracbes mitocondriais no interior do parasito sdo caracteristicas de eventos autofagicos
(SPERANDIO, 2000).

48



Figura 13: Derivado tiazolidinico LPSF-SF 29 causa mudancas importantes na ultra-estrutura de tripomastigotas de T.
cruzi. A — imagem de MET parasitos ndo tratados apresentando morfologia normal tipica de (N) Ndcleo, (K) Cinetoplasto
e (F) Flagelo; B-D — imagens de MET de parasitos tratados com 10,29 pug/mL de LPSF-SF 29; B- presenca de estruturas
mielinicas (seta branca), desarranjo da carioteca (tridangulo branco) e condensacdo da cromatina (seta fina); C —

Proeminentes vacuolizacbes (asterisco preto); D — Alteragbes no complexo mitocondrial (asteriscos brancos) e
condensagéo perinuclear da cromatina (seta fina). Bara = 1um/ Bargcp = 0,5um.
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O composto LPSF-GQ 109 também demonstrou uma serie de efeitos sobre os parasitos (figura
14) tratados com alterag6es morfolégicas assemelhando-se a uma célula em PCD com desintegracéo
das organelas citoplasmaticas e ndcleo, bem como inchago do cinetoplasto e anomalias ha mitocondria.
(SANTOS, 2006)

A disposicdo das membranas citosolicas assemelha-se a estruturas autofégicas, aumento do
cinetoplasto-mitocdndria e aparecimento de estruturas concéntricas membranosas dentro das organelas
sdo muito similares ao efeito inibidor da biossintese lipidica (figura 14). (SANTA-RITA, 2005;
LAZARDI, 1990; VIVAS, 1996; BRAGA, 2004). As modificacBes observadas no interior dos
parasitos tratados com o LPSF-GQ 109 parecem afetar as propriedades biofisicas do parasito, o qual
poderia levar a lise do organismo tratado (MENNA-BARRETO, 2009)

Outra alteracdo observada que pode vir a corroborar com a hipotese da acdo do LPSF-GQ 109
como inibidor da biossintese lipidica é que também foram visualizadas organelas com uma baixa
densidade eletrbnica. Estes compartimentos pré-lisossomais representam o armazenamento crucial de
lipideos e proteinas no parasito (figura 14) (SOARES, 1999). A diminuicdo da densidade eletrdnica
observada pela microscopia sugere uma possivel interferéncia no conteddo lipidico e no acumulo de
macromoléculas. (CUNHA E SILVA, 2002). Possivelmente, estas modificagdes no contetdo do
reservossomo relaciona-se com o comprometimento da biossintese de lipideos em tripomastigotas de T.

cruzi, entretanto novos ensaios Sa0 necessarios para a comprovacado desta hipotese.

A morte celular autofagica envolve o sistema autofagossomal-lisossomal (BURSCH, 2001).
Autofagossomo sdo vesiculas de dupla membrana responsavel pelo englobamento de constituintes
citoplasmaticos, durante as modificacbes das organelas. Depois da fusdo do autofagossomo ao
lisossomo, um autofagolisossomo é formado, no qual residuos celulares sdo digeridos. (MENNA-
BARRETO, 2009).

50



Figura 14: Derivado tiazolidinico LPSF-GQ 109 causa mudangas importantes na ultra-estrutura de tripoamastigotas de T.
cruzi. A — Aumento do volume do cinetoplasto (asterisco preto), alteracdes na morfologia da mitocondria (seta branca) e
presenca de corpos lipidicos (tridngulos brancos); B — Cromatina nuclear super condensada (estrela branca) semelhante a um
processo apoptotico; C - Desintegragdo da membrana nuclear (setas brancas) e aumento do cinetoplasma (asterisco preto); D

— Reticulo Endoplasmaético fragmentado ( asterisco branco) Barag =0,5pum/Barcp =1 pm
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5. CONCLUSAO

Moléculas contendo o nucleo tiazolidinico demonstraram serem promissoras contra 0
Trypanosoma cruzi. A acdo do composto LPSF-SF 29 sobre as ultra-estruturas do T. cruzi foi bem
satisfatoria, visto que, a dose utilizada do composto foi bem a baixo da concentracdo toxica que o
mesmo possui sobre células animais. Possivelmente esta acdo do composto LPSF-SF 29 pode ser
explicada pela presenca do grupo NO, em sua molécula, gerando assim, espécies reativas de Oxigénio
ou gerando perdxidos no interior do parasito. Com as imagens de MET, pode-se dizer que 0 composto
LPSF-SF 29 induz a forma infectante de T. cruzi, tripomastigota, a uma ou mais caminhos de morte
celular (apoptose ou autofagia). A regulacdo e modulacdo dos caminhos de morte celular sdo pouco
compreendidos, merecendo novos estudos para um maior entendimento. Estudos mais aprofundados
serdo necessarios para determinacdo do mecanismo de acdo das moléculas de forma mais precisa, bem

como a otimizacdo estrutural visando a identificacdo de produtos mais ativos.
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6. PERSPECTIVA

Com os resultados apresentados neste trabalho, torna-se interessante mais investigacdes da
atividade de tiazolidinas contra os protozoarios do Trypanosoma cruzi. Novas moléculas e ensaios mais
aprofundados, e testes mais criteriosos tornam-se necessarios para se determinar a rota de acdo dos
compostos. Ensaios in vivo podem ajudar a entender o comportamento dos novos derivados

tiazolidinicos acompanhado da fisiologia do animal.
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STANDARD ABBREVIATIONS (These terms need not be given in full)

acquired immunodeficiency syndrome - AIDS
adenosine diphosphate - ADP

adenosine monophosphate - AMP

analysis of variance - ANOVA

ampere A

adenosine 5'-triphosphate - ATP

aqueous aq

base pair bp
becquerel Bq
bovine serum albumin BSA

central nervous system CNS

cerebrospinal fluid CSF

chi-squared (statistics) X 2

coulomb C

counts min-1, counts s-1 c.p.m, c.p.s.

cyclic 3’,5’-adenosine monophosphate - cAMP
cyclic guanosine monophosphate - cGMP

dalton (use for molecular mass) Da
deoxyribonucleic acid DNA

copy cDNA

recombinant recDNA

deoxyribonucleotide triphosphate - ANTP
deoxyuridine triphosphate - dUTP
4'.6-diamidino-2-phenylindole - DAPI
dimethyl sulfoxide - DMSO

dithiothreitol - DTT

Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM

enzyme-linked immunosorbent assay ELISA
enzyme unit (international) U
ethylenediaminetetra-acetic acid EDTA

ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraacetic acid - EGTA

fluorescein isothiocyanate - FITC
foetal calf serum FCS
Freund's complete adjuvant FCA

glutathione-S-transferase - GST
gram ¢

gravitational field (centrifuging) g
green fluorescent protein - GFP
guanosine triphosphate - GTP

haematoxylin and eosin H & E

haemoglobin Hb

hertz Hz

high-performance liquid chromatography HPLC

hour h
human immunodeficiency virus - HIV

immunoglobulins IgA, IgD, IgE, IgG, IgM

indirect immunofluorescence antibody test IFAT
interferon ! IFN!

interleukin IL (IL1, IL2 etc)

international unit i.u.

intramuscular i.m.

intraperitoneal i.p.

intravenous i.v.

isoelectric point pl

isotopes — [32P], [35S], etc.

joule J

larval stages (hnematodes) L1, L2 etc
liquid chromatography tandem mass
spectrometry

— LC/MS-MS

litre L

matrix-assisted laser desorption/ionization-time
of

flight-mass spectrometry — MALDI-TOF-MS
mega (prefix) M

metre m

minute (time) min

molar (concentration) M or mol L-1

mole mol

molecular mass (relative) Mr

molecular weight mol. wt

N-2-Hydroxyehtylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic
acid - HEPES

nicotinamide adenine dinucleotide - NAD
reduced - NADH

phosphate - NADP

reduced NAD phosphate - NADPH

normal (concentration) N

not significant NS

number of observations (statistics) n

optical density O.D.
osmolar OSM or osmol L-1

packed cell volume PCV

parts per million p.p.m.

pascal Pa

phosphate buffered saline PBS
polyacrylamide gel electrophoresis PAGE
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polymerase chain reaction PCR
post-infection p.i.
probability (significance level) P

radioimmunoassay RIA

relative humidity r.h.

relative mobility (electrophoresis) M, Mx
ribonucleic acid RNA

messenger mRNA

mitochondrial mtRNA

nuclear nRNA

ribosomal rRNA

small subunit ssrRNA

large subunit ISrRNA

transfer tRNA

Roswell Park Memorial Institute - RPMI

second (time) s

sodium dodecyl sulphate - PAGE SDS-PAGE
species (singular/plural) sp./spp.

standard deviation S.D.

standard error of the mean S.E.M.

Student's t (statistics) t

subcutaneous s.c.

sum (statistics) "

tumour necrosis factor TNF
ultraviolet u.v.
uridine triphosphate - UTP

volt Vv

volumes (abbrev after number) vol.
volume per volume v/iv

watt W
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MATERIAL

Tiazolidinadionas

Foram utilizadas 12 novas tiazolidinadionas sintetizadas,

devidamente caracterizadas

estruturalmente e depositadas na Quimioteca do Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos da

Universidade Federal de Pernambuco.

Quadro I: Informagdes quimicas dos derivados tiazolidinicos

‘1 Peso
Cadigo Estrutura Nome Molecular
LPSF- }ng 3-(Biphenylb-4-ylr|n§thyl)-

< 5-(4-nitro-benzylidene)- 416,46
_ O,N HC=— = y
GQ-32 s 570 thiazolidine-2,4-dione
< > 5-(4-Methanesulfonyl-
LPSF- IW benzylidene)-3-(4- 387 48
GQ-77 ‘SOHC methyl-benzyl)- ’
: thiazolidine-2,4-dione
“ 3-(2-Chloro-6-fluoro-
iy I;@ ey | e
© @HC/ s 7 F thiazolidine-2,4-dione
0 3-(2,4-Dichloro-benzyl)-
- N CH; Cl
('-325_509 b Q 5-(4-nitro-benzylidene)- | 409,25
”C/ s o thiazolidine-2,4-dione
L PSE- 3-(2-Bromo-benzyl)-5-
GQ-116 | « COOHC (4-nitro-benzylidene)- 419,25
’ Br thiazolidine-2,4-dione
HCO N/CHZONOZ 3-(4-Nitro-benzyl)-5-
LPSF- | h.co %o (3,4,5-trimethoxy- 430 44
SF-17 benzylidene)- '
H,CO thiazolidine-2,4-dione
CH, NO, (A-Nli _ K-(4-
LPSE- o N O 3_(4 Nitro b_enzyl) 5-(4
SF.22 I =0 nitro-benzylidene)- 385,36
OzN—Q—HC/ 5 thiazolidine-2,4-dione
5-Benzylidene-3-(4-
IS_ESZIZ Hcf /CHZ ©2 nitro-benzyl)- 340,36
@ thiazolidine-2,4-dione
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5-(9H-Fluoren-2-
LPSF- O A N/CHzONOZ ylmethylene)-3-(4-nitro- 498.46
SF-25 H % HC/\CS =0 benzyl)-thiazolidine-2,4- ,
H dione -
5-(4-Dimethylamino-
CH{ )»—NO
LPSF- O\IN%; * | benzylidene)-3-(4-nitro- 383.42
SF-27 HSQ@HC/ s benzyl)-thiazolidine-2,4- !
HyC dione
5-(3,4-dichloro-
O 1
LPSF- cl A I\FCHZQNOZ benzylidene)-3-(4-nitro- 409.24
SF-29 C,@Hc/ s O benzyl)-thiazolidine-2,4- ’
dione
o 3-(4-Nitro-benzyl)-5-(4-
LPSF- \IN/CHZ No2 trifluoromethyl- 408.36
SF-31 | ¢ < > Hor e’ O benzylidene)- '
° thiazolidine-2,4-dione
Animal

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos isogénicos BALB/c fornecidos

pelo biotério do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.

Parasita

As cepas Y das formas tripomastigota e epimastigota de T. cruzi foram cedidas pelo

Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes/Fiocruz.

Material de consumo

Tubo Falcon (Tubos de 15mL, Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo - Brasil);
RPMI 1640 (Himedia, Mumbai - india);
Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab; Campinas, Sao Paulo — Brasil);

e Placa de Petri de vidro;

o Agua destilada;

e Azul de Trypan (Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, Rio de Janeiro - Brasil);

e Camara de Neubauer (LO - Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, Germany);

e Placas de cultura de 96 pocos de fundo plano (TPP, Trasadingen, Switzerland);

e Derivados tiazolidinicos fornecidos pelo Laboratério de Sintese e Planejamento de Farmacos
(LPSF) — GQ-32; GQ-77; GQ-98; GQ-109; GQ-116; SF-17; SF-22; SF-24; SF-25; SF-27; SF-
29; SF-31.
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Timidina Tritiada (Amersham Biosciences do Brasil Ltda, Sdo Paulo, S&o Paulo — Brasil);
Saponina (Sigma Company, St Louis, MO - USA);

Dimetilsulfoxido (DMSO) (Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, Rio de Janeiro - Brasil);
Papel de Fibra de vidro;

Meio para cultura 3N inclinado + meio para cultura BHI (brain heart infusion);

Garrafas de cultura de 25 cm? (TPP, Trasadingen, Switzerland) ;

Resina Epon 812 (Sigma Company, St Louis, MO - USA)

Equipamentos

Camara de CO, (IAM/Fiocruz, Recife, Pernambuco — Brasil);

Fluxo vertical (Pachane P600, Piracicaba, Sdo Paulo-Brasil);

Centrifuga (Centrifuge TJ-6 Beckman Coulter, Brea, CA - USA);

Incubadora de CO; a 37°C (HF212UV, Shanghai Lishen Scientific Equipment, Shangai -
China);

Incubadora B.O.D. (Estufa B.O.D. Eletrolab, Séo Paulo, S&o Paulo — Brasil);

Coletor de Células (Cell Harvest Skatron, Skatron Instruments, Lier - Norway);

Contador de radiacdo beta (1209 Rackbeta Liquid Scintillation Counter, Co. LKB Wallace,
Turku - Finlandia);

Microscopio eletrdnico de transmissdo fabricado pela FEI, Morgagni 268D (FEI Company |,
Hillsboro, Oregon — USA);

Software Prisma 4 Graphpad,;

METODOS

Obtencéo de Células Esplénicas

Células esplénicas foram obtidas de acordo com Pereira e colaboradores (2004). Ap0s sacrificio

do animal em cédmara de CO, (CPgAM/Fiocruz, Recife, Pernambuco — Brasil), o baco de cada

camundongo foi removido em condicBes assépticas e colocado em tubo Falcon (Tubos de 15mL,

Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo - Brasil) contendo meio RPMI 1640 (Himedia, Mumbai - india) sem

Soro Fetal Bovino (SFB) - meio incompleto. No fluxo vertical (Pachane P600, Piracicaba, S&o Paulo-

Brasil), cada baco foi transferido para placa de Petri onde foram macerados. As suspensdes celulares

obtidas foram transferidas para tubos Falcon contendo aproximadamente 10 mL de meio RPMI 1640
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incompleto por baco, centrifugadas (Centrifuge TJ-6 Beckman Coulter, Brea, CA - USA) a 4°C, 200 x
g durante 5 minutos. Ap6s descarte do sobrenadante, ao sedimento adicionou-se dgua destilada para
promover lise das hemécias. O sobrenadante, sem conter os debris celulares, foi coletado e
centrifugado a 4°C, 200 x g durante 5 minutos. O sedimento (contendo as células) foi ressuspendido
em meio RPMI 1640 completo. Uma aliquota de cada suspensao celular foi separada. Em seguida,
diluida em azul de trypan (Vetec Quimica Fina, Duque de Caxias, Rio de Janeiro - Brasil) para ser
quantificada em camara de Neubauer (LO - Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, Germany), assim como

verificar a viabilidade celular.

Avaliacdo da Atividade Tdxica dos Compostos em Células de Camundongos Isogénicos

Células esplénicas (6 X 10° células/poco), obtidas de acordo com item anterior, foram
cultivadas em placas de 96 pogos de fundo plano (TPP, Trasadingen, Switzerland), contendo meio de
cultura RPMI 1640 completo. Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas com o0s
derivados tiazolidinicos em seis diferentes concentragdes (100; 50; 25; 10; 5 e 1 pg/ml) e de timidina
tritiada (1 pCi/poco), durante 24 horas em estufa de CO,, a 37°C (HF212UV, Shanghai Lishen
Scientific Equipment, Shangai - China). Para o controle foram utilizadas células tratadas com saponina
(0,05%), ceélulas tratadas com dimetilsulfoxido (DMSO) (1%), e sem tratamento, todos com timidina
tritiada (1 pCi/pogo) associada em paralelo. Cada molécula foi testada em triplicata. Apds 24 horas de
incubacdo, as células foram coletadas (Cell Harvest Skatron, Skatron Instruments, Lier - Norway) em
papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captacdo de timidina tritiada foi determinada através do
contador beta de cintilacdo (1209 Rackbeta Liquid Scintillation Counter, Co. LKB Wallace, Turku -
Finlandia). O percentual de citotoxicidade foi determinado comparando-se a percentagem de
incorporac¢do de timidina tritiada nos po¢os com as moléculas em relagcdo aos po¢os nao tratados.

Cultura de Trypanosoma cruzi

As culturas de formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y - Departamento de Imunologia do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalh&es/Fiocruz) foram crescidas a 28°C (Estufa B.O.D. Eletrolab, Sdo
Paulo, Sao Paulo — Brasil) em meio 3N e expandidas em meio BHI (brain heart infusion). Para avaliar a
inibicdo de crescimento dos parasitas, as formas epimastigotas de T. cruzi foram coletadas da cultura
no sétimo dia. A avaliacdo da atividade tripanocida foi realizada, partindo-se de duas lavagens dos
parasitas em solucdo salina tampdo de fosfato por centrifugacdo (1000 vezes a gravidade), a

temperatura ambiente, durante 10 minutos. A contagem dos parasitas foi realizada em camara de
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Neubauer. As culturas da forma tripomastigota de T. cruzi (cepa Y - Departamento de Imunologia do
Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz) foram obtidas do sobrenadante de 5-6 dias de células Vero
(Departamento de Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz) infectadas. Células infectadas
foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino (SFB) por 5-6 dias a
37°C em uma estufa a 5% de CO,. Depois deste periodo, o sobrenadante foi coletado, centrifugado a
500 x g por 5 minutos permanecendo a 37°C por 30 minutos. Durante este periodo, os tripomastigotas
do sedimento centrifugado foram movidos para dentro do meio com sobrenadante, o qual foi coletado e
centrifugado a 1000 x g por 10 minutos. Os tripomastigotas concentrados no sedimento centrifugado
foram contados em camara de Neubauer, e utilizados na concentracdo de 5x10° células para infectar a
camada de células hospedeiras cultivadas em garrafas de cultura (TPP, Trasadingen, Switzerland) de 25
cm?. Depois de 24 horas da infeccdo, o meio de cultura foi trocado para remogdo dos parasitos livres,
incubando as células hospedeiras a 37°C a 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas

durante todo o periodo do experimento.

Avaliacdo da atividade dos compostos tiazolidinicos contra Trypanosoma cruzi

Para determinar o efeito antiproliferativo para T. cruzi, formas epimastigotas (10%/ml) crescidos
em culturas axénicas, na fase log de crescimento, foram colocadas em placas de 96 po¢os no volume de
100 pl, sob condicBes de cultura adequadas (26°C). Formas tripomastigotas adquiridas através do
procedimento supracitado foram colocados em placas de 96 pogos no volume de 100 pl, sob condigcGes
de cultura adequada, 37°C e 5% de CO,. O crescimento das formas epimastigotas e tripomastigotas
foram realizados na auséncia e na presenca de diferentes concentracfes de derivados tiazolidinicos
(100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 e 0,1 pug/mL). Os testes foram conduzidos tendo como
controles benzonidazol, nifurtimox e culturas de parasitos sem tratamento. O percentual de atividade
contra o parasita foi determinada comparando-se os valores das absorbancia dos pocos incubados com
0s compostos e os valores do controle sem tratamento. Apds identificacdo das substancias ativas, estas
foram avaliadas quanto a concentracdo inibidora de 50% do crescimento dos parasitas (IC50%).
Formas epimastigotas da Cepa Y de T. cruzi foram cultivadas durante 11 dias, ja as formas
tripomastigotas de T. cruzi foram cultivadas por 24 horas, ambos na presenga das nove diferentes
concentragdes dos compostos, procedendo-se em seguida a contagem de parasitas viaveis através de
camera de Neubauer. O célculo da 1C50% foi determinada por meio de uma regresséo linear simples
utilizando o software Prisma 4 Graphpad.
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Microscopia Eletronica

Os fragmentos e formas tripomastigostas incubadas com os compostos tiazolidinicos LPSF-
SF29 e LPSF-GQ109 foram lavados duas vezes em PBS e fixados durante duas horas em solugéo
contendo glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio (dimetilarsenato de sodio) a 0,1M, pH 7,2.
Lavados trés vezes em tampdo cacodilato de sédio 0,1M e pos-fixados, durante uma hora, numa
solucdo contendo 1% de tetroxido de ésmio, 5mM CaCl, e 0,8% de ferricianeto de potassio em tampéo
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2. Novamente, foram lavados no mesmo tampé&o, contrastados em
bloco com acetato de uranila a 2% e desidratados em série crescente de acetona. Para finalizar o
processamento as amostras foram infiltradas e emblocadas em resina Epon 812 (Sigma Company, St
Louis, MO - USA). O material foi cortado em ultramicrétomo e as grades coradas com citrato de
chumbo e acetato de uranila 5% em A&gua. Posteriormente as amostras foram observados em

Microscopio eletrénico de transmissao fabricado pela FEI, Morgagni 268D
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ANEXO 1V:
RESUMOS DE CONGRESSOS
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Evaluation of the cytotoxicity Thiazolidinediones derivatives.

'Barbosa, A.F.S.*: lAlcantara S.C. 1Ollvelra L.CL. 1Ollvelra AR. 2Rocha L.F.; Castro,
M.C.AB.; ‘Souza M.A.: Lima, M C.A; Galdlno S L.: %Pereira, V.R.A, Pltta I.R. e-
mail:arturfelipes@gmail.com

1Laboratorlo de Planejamento e Sintese de Farmacos — (LPFS), Departamento de Antibioticos,
’Laboratério de Imunoparasitologia — Centro de Pesquisa Ageu Magalhdes (CPgAM)

Keywords: Imidazolidines, cytotoxicity and anti-trypanosoma cruzi

Introduction: Acute toxicity testing in animals is typically the initial step in the evaluation of the
health effects of a chemical, and its primary purpose is to provide information on potential health
hazards that may result from a short-term exposure. Recent studies suggest that in vitro methods might
be helpful in predicting acute toxicity and estimating toxic chemical concentrations in vivo®. Synthetic
thiazoline derivatives are useful medicaments showing antifungal, anti-allergic, anti-hypertensive,
antiinflammatory, antibacterial, analgesic, anti-rheumatic, anti-pyretic, and anti-HIV13 activities. Some
fused thiazolines find applications in the treatment of allergies, hypertension, inflammation,
schizophrenia, and bacterial and HIV infections. 2-Thiazolylimino-5-arylidene-4-thiazolidinones show
marked antimicrobial activity against bacteria, yeasts, and molds®. Thiazolidinediones derivatives will
be study as a potential anti-Trypanosoma cruzi agents. In this work, we realized the cytotoxicity of the
of 3 new thiazolidines derivatives of the series (LPSF/GQ98), (LPSF/SF29) (LPSF/SF31), that were
determined using BALB/c mice splenocytes (5x10° cells/well) cultured in 96-well plates. Results and
Discussion: The compounds synthesized for Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos
(LPSF) were: thiazolidine-2,4-dione substituted by nitro, chlorine and fluorine (LPSF/GQ98), nitro and
chlorine (LPSF/SF29) or tri-fluorine and nitro (LPSF/SF31). Each compound was dissolved and
evaluated for their ability to inhibit splenocytes proliferation in concentration single (25ug/mL). Cell
proliferation was determined by adding thymidine per well for 24 h at 37°C and 5% CO,. After this
period, were determined the *H-thymidine incorporation using a beta-radiation counter. The toxicity of
the compounds was compared with the compounds untreated and standard drug. The derivatives were
tested on proliferation of spleen cells from BALB/c mice, and showed non-toxic when compared with
Bz and NF standard drug against T. cruzi. Conclusion: The derivates are efficient in the proliferation
of spleen cells without affecting the cell viability at the dose assayed.

Resumo enviado ao 4th Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry
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AVALIACAO CITOTOXICA E ANTIPARASITARIA DE DERIVADOS TIAZOLIDINICOS.

Artur FS Barbosa®?, Fabiana OS Gomes™?, Lucas F Rocha?, Maria CA Lima®, Suely L Galdino’,
Valéria RA Pereira’, Ivan R Pitta*

! aboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos — UFPE (LPSF/UFPE)
?Laboratério de Imunoparasitologia - CPgAM

INTRODUCAO:ASs politicas de combate & Doenca de Chagas apresentam um nivel consideravel de
negligéncia e esta classificada no nivel 11l pelo TDR, onde o foco da pesquisa baseia-se na melhoria e
uma disseminacdo mais ampla de ferramentas existentes e estratégias para seu combate. Descoberta de
novas drogas antiparasitarias é de alta importancia, contribuindo para uma abertura maior de op¢oes
farmacoldgicas contra esta doenca.

OBJETIVOS: Avaliar em cultura de esplendcitos de camundongos BALB/c a atividade citotdxica de
moléculas tiazolidinicas e determinar a atividade anti-parasitaria in vitro das substancias avaliadas
sobre forma tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.

MATERIAL E METODOS: Para citotoxicidade, as células foram incubadas com o farmaco e com
timidina tritiada durante 24h em estufa de CO, a 37°C. Como controle foram utilizadas células tratadas
com saponina (0,05%) e células sem tratamento, todos com timidina associada em paralelo. Apés 24 h
de incubacdo, as células foram coletadas em papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captacio de *H
determinada através do contador beta de cintilagdo. Formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi
foram cultivadas durante 24 horas, na presenca dos compostos (LPSF/SF31 e LPSF/SF29),
procedendo-se em seguida a contagem de parasitas viaveis. Como controles foram utilizados
benzonidazol (BNZ) droga com atividade tripanosomicida conhecida e culturas de parasitos sem
tratamento. O célculo da 1Csgs, foi determinada por meio de uma regressao linear simples utilizando o
software Prisma 4 Graphpad.

RESULTADOS: No ensaio de citotoxicidade obtivemos valores de 25 pg/mL para os dois compostos
bem como para 0 BNZ, e uma inibicdo da proliferacdo de esplendcitos em 26,68% para o LPSF/31 e de
29,20% para o LPSF/29. Na determinacdo do ICspy 0S compostos LPSF/SF31 e LPSF/SF29
apresentaram valores de 0,001 e 10,29.

CONCLUSAO: Os derivados apresentam uma citotoxicidade semelhante ao BNZ, demonstrando que
ndo comprometem a viabilidade celular. O 1Cspy, do LPSF/SF31 foi aproximadamente 10000 vezes
menor que o do BNZ, demonstrando potencial agdo tripanocida.

Resumo enviado ao XLV Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
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EVALUATION CYTOTOXIC AND TRYPANOCIDAL ACTIVITY OF NEW DERIVATES
THIAZOLIDINES

Barbosa, ﬁ.F.S.l'Z, Gomes, F.0.S.*?, Rocha, L.F.?, Lima, M.C.A.%, Galdino, S.L.}, Pereira, V.R.A 2,
Pitta, |.R.

!|_aboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos — UFPE (LPSF/UFPE)
’Laboratdrio de Imunoparasitologia - CPgAM

INTRODUTION: Policies to combat Chagas's disease have a considerable degree of negligence and
are classified at level 111 by TDR (Research in Infectious Tropical Diseases), where the research focus
is based on the improvement and a wider dissemination of existing tools and strategies for combating
the disease. The discovery of new antichagasic drugs is of high importance, contributing to a greater
opening of pharmacological options against this disease.

OBJECTIVES: Evaluate the cytotoxic activity of thiazolidines molecules through the culture of
splenocytes of BALB/c mice, and determine the anti-parasitic activity in vitro of the substances
evaluated in the trypomastigotes form of Trypanosoma cruzi.

MATERIALS AND METHODS: The cytotoxicity of the compounds was determined using BALB/c
mice splenocytes (5x10° cells/well) cultured in 96-well plates in RPMI 164 (Sigma Chemical Co)
supplemented with 10% of fetal calf serum (Cultilab, Campinas, SP) and 50 pug/mL of gentamycin
(Novafarma, Anapolis, GO). Each compound was dissolved in DMSO and was evaluated for their
ability to inhibit splenocytes proliferation at six different concentrations (1, 5,10, 25, 50, and 100
ng/mL), in duplicate. Cell proliferation was determined by adding 1 pCi of [*H] — thymidine per well
for 24 h at 37°C and 5% CO,. After this period, the content of the plate was harvested to determine the
*H-thymidine incorporation using a beta-radiation counter (B-matrix 9600, Packard). The toxicity of the
compounds was determined comparing the percentage of *H-thymidine incorporation of drug-treated
wells in relation to untreated wells. Non-toxic concentrations were defined as those causing a reduction
of *H-thymidine incorporation below 30% in relation to untreated controls.

Trypomastigote forms of Y strain of T. cruzi were grown for 24 hours in the presence of the
compounds (LPSF/SF29 and LPSF/GQ116), and after that period the counting of viable parasites was
done. As controls were used benznidazole (BNZ), drug with known trypanocidal activity, and cultures
of parasites without treatment. The IC50 was determined by a simple linear regression using the
software GraphPad Prism 4.

RESULTS: In the test of cytotoxicity values of 10 and 25 pug/mL were obtained for the compounds
LPSF/GQ116 and LPSF/SF 29, respectively, and 25 pg/mL for the BNZ, with an inhibition of
proliferation of splenocytes in LPSF/GQ116 of 20.76% and 29.20% for LPSF/29. In the 1C50
determination of the compounds LPSF/GQ116 and LPSF/SF29 values of 5.33 and 10.29 were
obtained.

CONCLUSION: The derivatives have good cytotoxicity when compared to the BNZ, demonstrating
that they do not interfere in the cell viability. The 1C50 for the trypomastigote form of Trypanosoma
cruzi of the two compounds were very close to the standard drugs, the BNZ, showing a good
trypanocidal activity.

Resumo enviado ao Simpdsio Internacional Comemorativo do Centenario da Descoberta da
Doenca de Chagas
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EFEITO DA FOTOSSENSIBILIZACAO LETAL SOBRE A VIABILIDADE DE
TRYPANOSOMA CRUZI - UTILIZANDO O AzZUL DE METILENO COMO
FOTOSSENSIBILIZADOR: ESTUDO IN VITRO

Barbosa, A.F.S.%2, Gomes, F.0.S.}?, Rocha, L.F.2, Lima, M.C.A.}, Galdino, S.L.}, Pereira, V.R.A?
Pitta, I.R., Pinheiro, A.L.B.?

!|_aboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos — UFPE (LPSF/UFPE)
“Laboratério de Imunoparasitologia — CpgAM
%Centro de Biofotonica da FOUFBA

As politicas de combate a Doenca de Chagas apresentam um nivel consideravel de negligéncia e esta
classificada no nivel Il pelo TDR, onde o foco da pesquisa baseia-se na melhoria e uma disseminacgao
mais ampla de ferramentas existentes e estratégias para seu combate. A Terapia Fotodindmica (TFD)
baseia-se na administracdo topica ou sisttmica de um corante ndo tdxico sensivel a luz seguida da
irradiacdo em baixas doses com luz visivel de comprimento de onda adequado. Na presenca de
oxigénio encontrado nas células, o fotossensibilizador (FS) ativado pode reagir com moléculas na sua
vizinhanca por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producdo de radicais livres (reacédo
do tipo I) ou por transferéncia de energia ao oxigénio (reacdo do tipo Il), levando a producdo de
oxigénio singlete. Ambos os caminhos podem levar a morte celular e a destruicdo do tecido doente.
Neste trabalhos, buscamos verificar eficacia da fotossensibilizacdo letal associados a um laser
semicondutor de InGaAIP, num comprimento de onda () igual a 660nm + 10nm, poténcia optica de 30
mW, emitindo luz no espectro visivel vermelho, com uma dose de 4J/cm?* em modo continuo,
utilizando o azul de metileno(MB) como FS em concentra¢ées (0,78 — 0,39 — 0,19 -0,1 — 0,05 e 0,025
pHg/mL) sobre as formas tripomastigotas infectantes de Trypanosoma cruzi. Para se determinar a
viabilidade dos parasitos, uma amostra de cada grupo tratado em cada concentracdo foi retirada e
analisada em camara de Neubauer, observando a diminui¢do da quantidade de parasitas vivos em
relacdo a solucdo sem tratamento. Os resultados demonstraram significantes percentuais de lises
parasitarios (chegando a 86% de letalidade), o que ndo pode ser observado nos grupos tratados apenas
com o laser ou com o FS.

Palavras — Chaves: Fotossensibilizacdo Letal, Trypanosoma cruzi, Azul de Metileno

Resumo enviado ao | Congresso Internacional de Laser da Bahia
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EFEITOS MORFO-ESTRUTURAIS CAUSADOS POR LASER DIODO 660NM EM FORMAS
EPIMASTIGOSTAS DE TRYPANOSOMA CRUZI: ESTUDO IN VITRO

Barbosa, A.F.S.}?, Lima, M.C.A.}, Galdino, S.L.%, Pereira, V.R.A2, Pitta, I.R., Pinheiro, A.L.B.2

!|_aboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos — UFPE (LPSF/UFPE)
’Laboratdrio de Imunoparasitologia — CpgAM
$Centro de Biofotdnica da FOUFBA

As doencas parasitarias representam um dos principais problemas de satde publica na América Latina,
em particular a Doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana, causada pelo protozoario parasita
Trypanosoma cruzi pertencente a ordem Kinetoplastida, que infecta mais de 18 milhdes de pessoas em
todos os paises da Ameérica Latina. Os laseres utilizados na laserterapia emitem comprimentos de onda
tanto na faixa do visivel como no infravermelho (laser diodo). A luz visivel induz uma reacdo
fotoquimica , que induz a ativacdo de enzimas principalmente as utilizadas na cadeia respiratoria, e
essa luz tem como alvos primarios os lisossomos e mitocondrias das células, aumentando
principalmente a produgdo do ATP Mitocondrial. O intuito deste trabalho foi verificar as alteragdes
morfo-estruturais geradas na forma epimastigota do Trypanosoma cruzi, apés a irradiacdo com a um
laser semicondutor de InGaAIP, num comprimento de onda (A) igual a 660nm + 10nm, poténcia Optica
de 40 mW, emitindo luz no espectro visivel vermelho, com uma dose de 6J/cm”em modo continuo. Em
seguida os parasitas que sofreram a irradiacdo foram analisados por microscopia dptica e comparados
aos sem tratamento. Constatou-se o0 aumento de tamanho do cinetoplasto (estrutura com elevada
concentracdo de DNA extracelular — KDNA, cuja principal funcdo é de codificar enzimas da cadeia
respiratéria como a ATPase e citocromoxidase) , do nacleo celular e do volume celular do parasito, o

deixando mais arredondado.

Palavras-Chaves: Laserterapia, Trypanosoma cruzi, enzimas respiratdrias

Resumo enviado ao I Congresso Internacional de Laser da Bahia
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Dyed and Dead — Phenothiazinium and your Photosensitiser Potential against the Chagas Disease
Artur Felipe Santos Barbosa®
! aboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos — UFPE (LPSF/UFPE)

A doenca de Chagas é uma antropozoonose causada por um protozoario parasita chamado
Trypanosoma cruzi. E considerada pela Organizacdo Mundial da Satde um dos principais problemas
de satde do mundo, possuindo cerca de 17 milhGes de pessoas infectadas distribuidas principalmente
por 18 paises endémicos na Ameérica Latina. Por se tratar de uma doenca Negligenciada, 0s
investimentos a niveis de diagndstico, controle e tratamento sdo muito pequenos. Politicas de incentivo
a novas propostas de ferramentas, medicamentos e controle da doenca sdo incentivadas pela OMS. Em
resposta a isso novas estratégias de combate ao parasito estdo sendo utilizadas como teste com novos
farmacos, utilizacdo de medicamentos contra fungos e outras terapias. Neste estudo utilizamos
derivados fenotiazinicos que sdo bastante conhecidos na pratica médica e bastante demonstrados na
literatura como corantes celulares. Uma nova caracteristica vem sendo estudada nos derivados
fenotiazinicos é seu potencial fotossensibilizante. O fotossensibilizador ativado pode reagir com
moléculas na sua vizinhanga por transferéncia de elétrons ou hidrogénio, levando a producdo de
radicais livres (reacdo tipo 1) ou por transferéncia de energia ao oxigénio molecular distribuido pelo
sistema vascular (reacéo tipo Il), levando a producéo de oxigénio singlete, altamente oxidante. Ambos
os caminhos podem levar a morte celular e a destruicdo de tecido doente. Algumas enzimas do
Trypanosoma cruzi foram identificadas como alvos da acdo do fotossensibilizante sdo elas a
superoxido desmutase, Citocromo-c oxidase e Tripanotiona redutase, gerando indices satisfatérios de
morte parasitaria.

Resumo enviado ao Il Simpdsio de Inovacdo em Ciéncias Biologicas
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