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RESUMO

Mais de um bilhdo de pessoas no mundo (1/6 da ac@olmundial) sdo acometidos por um
ou mais tipos de doencas negligenciadas. Além ddahuade, as doencas negligenciadas
causam deficiéncias graves. A doenca de Chagassesyia um importante problema de saude
publica no continente Americano, o problema se\agr@ois a terapia disponivel ndo é
eficaz. Neste contexto, o objetivo deste trabaltioakaliar a atividade anfirypanosoma
cruzi de novos derivados imidazolidinicos (LPSF/NN-204&SF/NN-25, LPSF/NN-30,
LPSF/NN-52, LPSF/NN-89, LPSF/NN-100, LPSF/NN-21&E}¥tes derivados foram testados
em diferentes concentragdes sobre as formas trgi@yotas e epimastigotas diecruz (cepa

Y), e o valor de Ig foi calculado. Os resultados mostram que as maécapresentaram
resultados satisfatorios para a atividade antigaras e citotoxicidade, quando comparados
com o benzonidazol e nifurtimox, utilizados na qoterapia da doenca de Chagas. No
entanto os compostos LPSF/NN-52 e LPSF/NN-100 dasten-se por apresentarsjCe
13,17pg/ml e12,8ug/mirespectivamente sob a forma tripomastigdiesta forma, foi
investigado o potencial efeito imumodulador do LA®100 para a producéo de IL-10, NO
e IFNy em esplenécitos de camundongos BALBYcvitro. O LPSF/NN-100 na sua
concentracdo atdxica apresentou valores estatigiti2 significativos (p < 0,05) para a
producdo de NO e IFN- Investigando a possibilidade do LPSF/NN-52 e L/RSF100
causarem alteracdes morfolégicas nos parasitoseétizada a analise ultraestrura onde se
observou danos no complexo mitocondrial, citoplagmaicleo com indicios de processo
necrose. Para confirmar esses resultados foramzadat os ensaios de apoptose, apoptose
tardia e necrose em esplendcitos de camundongo8BARpenas no tempo de 48 horas o
LPSF/NN-100 induziu mais necrose em relacdo aoraentOs resultados sugerem que o
LPSF/NN-52 e o LPSF/NN-100 podem ser protétiposichtios a quimioterapia da doenca
de Chagas.

Palavras chave:Doenca de Chagas, Imidazolidinas, Atividade ardagitria.



ABSTRACT

More than one billion people worldwide (1/6 of wbgopulation) are affected by one or more
types of neglected diseases. In addition to moytalmeglected diseases cause severe
disability. Although the disease still representsmajor public health problem in the
Americas, the problem worsens, because the avaithblapy is not effective. In this context,
the objective of this study was to evaluate thevigtof anti-Trypanosoma cruzi of new
imidazolidine derivatives (LPSF/NN-20A, LPSF/NN-29,PSF/NN-30, LPSF/NN-52,
LPSF/NN-89, LPSF/NN-100, LPSF/NN-211). These dé¢iwes were tested in different
concentrations on trypomastigotes and epimastigoftds cruzi (Y strain) and the value of
ICso was calculated. The results show that the molecsiwed satisfactory results for the
antiparasitic activity and cytotoxicity when comedwith benznidazole and nifurtimox, used
in chemotherapy of Chagas disease. However comgouUR&F/NN-52 and LPSF/NN-100
stood out for its 16 of 13,17pg/ml and 12,8ug/ml respectively in therfdrypomastigote.
Thus, we investigated the potential effect imumadal of LPSF/NN-100 for the production
of IL-10, NO and IFNy in splenocytes from BALB/c mici vitro. The LPSF/NN-100 in its
non-toxic concentration values were statisticalgnsicant (p< 0,05) for the production of
NO and IFNy. Investigating the possibility of LPSF/NN-52 and®$F/NN-100 cause
morphological changes in parasites, the analysss peaformed ultraestrura where there was
damage to the mitochondrial complex, cytoplasm aodleus with evidence of necrosis
process. To confirm these results were the testpoptosis, late apoptosis and necrosis in
splenocytes from BALB/c mice. Only at the time &fHours the LPSF/NN-100 induced more
necrosis compared to control. The results sugdrdtthe LPSF/NN-52 and LPSF/NN-100
prototypes may be candidates for chemotherapy afj@hdisease.

Keywords: Chagas disease, Imidazolidines, Antiparasitic VAligt
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1 INTRODUCAO

Apés cem anos da sua descoberta, por Carlos Cheaglagnca de Chagas, continua
sendo um grave problema de saude publica. Elgptemovido desafios de variada natureza,
devido a complexidade de sua biologia, da difictéddo seu tratamento e das inter-relacdes
com problemas sociais e econdmicos. Por consegjénnioléstia de Chagas tem estimulado
estudos por diferentes grupos de pesquisa no Prdseistacando-se a abordagem
quimioterapica (MCKERROW, 2009).

A concepc¢do de que a intera¢Brypanosoma cruzi e ser humano € uma ocorréncia
bastante antiga vem sendo comprovada por artigogificos, os quais tém demonstrado a
presenca de material genético do protozoario efdagde mumias pré-colombianas, datada
de nove mil anos (KROPF, 2000; GUH2000; AUFDERHEIDE, 2004, ARAUJO, 2009).
Um dos aspectos que mais chamam a atencéo no swodeslescricdo da Tripanossomiase
Americana, a moléstia de Chagas, € o fato de ameiof@de somente ter sido identificada no
inicio do século XX, durante as investigacdes realas pelo médico Carlos Chagas
(CHAGAS, 1935; CHAGAS FILHO, 1979; CORREA, 1995)mEL909, através de pesquisas
realizadas em Lassance, o cientista brasileiroo€a&hagas efetuou estudos cientificos, até
hoje sem similaridade, devendo-se a relevanciaagepesquisas ao fato meritorio de ter
descoberto, sem os recursos tecnologicos dispsrauealmente, o ciclo completo da doenca
de Chagas, ou seja, 0 vetdtanstrongylus megistus, o agente etiologico,T( cruz), o
reservatorio e os hospedeiros (CARVALHEIRO, 20@&ssificada no meio cientifico como
doenca negligenciada, sua prevaléncia e distribugsdd intimamente relacionada a fatores
ambientais, socio-culturais e politicos (GURTLERQ®2). Essa doenca constitui uma das
principais causas de morte subita que pode occorarfreqiiéncia na fase mais produtiva do
cidadao (WILSON, 2005). Existem milhdes de pessoasicamente infectados cofcruz
(MONCAYO & SILVEIRA, 2009). No Brasil, estima-se xisténcia de cinco milhdes de
individuos com essa doenca (FERREIRA, 2003).

O T. cruz, agente etiolégico da Tripanossomiase Americanameé protozoario
flagelado, pertencente ao filsarcomastigophora. Por ser eliminado junto a excretas do
hospedeiro invertebrado, foi enquadrado na s&g&acoraria, enquanto outras espécies do
género, na secca&alivaria, por serem transmitidas pela picada de seus mdapec
transmissores (SIQUEIRA-BATISTA, 20Q7A\ ultra-estrutura deste parasito € tipica das
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células eucaridticas contendo: membrana plasmafioplasma e nucleo. O ciclo biolégico é
complexo, marcado por uma seérie de transformacédsrgo do seu processo vital (DE
SOUZA, 2009).

Durante a infeccdo a respostas imunes inata e atl@ptefetuadas por macrofagos,
linfécitos B, T e citocinas controlam a parasitenmia fase aguda. A doenca pode se
estabelecer como uma infeccdo crénica que caukam@fdo no coragdo ou no sistema
nervoso. Os linfocitos T CD4 T CD§ produzem citocinas e s&o importantes para controla
a parasitemia e prevenir a mortalidade. O balange ecitocinas Thl que ativam
macréfagos, causando a morte do parasita e citeeggulatorias Th2 é necessario para
promover a imunidade e reduzir a patologia. A @aeasitoldgica requer a geracdo de uma
resposta imunologica eficiente que possa elimioar,controlar, o patdégeno infectante.
Apesar da resposta imune desempenhar papel crdoi@nte a infeccdo, a terapia

antiparasitaria também é necesséria para prevenaggessao da doenca (BRITTO, 2009).

O uso de quimioterapicos especificos dntiruzi € ainda insatisfatorio e baseia-se em
agentes nitroimidazol e nitrofurans tais como ouNifmox e Benzonidazol que foram
desenvolvidos empiricamente. Ha trés décadas destiologico envolvendo o tratamento
tem revelado que esses farmacos tém pouco ou negfleitonna fase crénica da doenca, com
taxa de cura variando de 0% a 19.1% (COURA & CASTR(@D2). Entretanto, estudos
recentes tém demonstrado que a probabilidade de manasitolégica aumenta, quando é

realizado o diagndstico rapido e é iniciado o tregato especifico (COURA, 2007).

No decorrer dos ultimos anos poucas foram as npadaefetivas no tratamento da
moléstia de Chagas. Uma série de novos quimiotagpientre eles os inibidores da
biossintese de esterois (IBE) e novos derivadagdiicos, sdo considerados as principais
promessas no campo dos quimioterapicos contra acdoge Chagas (CARVALHEIRO,
2009).

Uma das etapas cruciais no desenvolvimento de umat®d € a determinacdo da
estrutura tridimensional do alvo. O conhecimerdosda arquitetura facilita o desenho de
novos farmacos a partir do sitio ativo. Acreditagse essa estratégia leve a obtencéo de

novas drogas.
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Na busca da terapia eficaz, as imidazolidinas surgemo um grupo de derivados
que apresentam variadas atividades biologicas. a Ekisse de composto tém sido
identificados e caracterizados para 0 desenvolwonem acdo de potenciais farmacos para o

tratamento da doenca de Chagas.



Justificativa
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2 JUSTICATIVA

A terapia atual no tratamento da doenca de Chagts restrita ao uso de dois
compostos: Benzonidazol e NifurtimoRorém, estes farmacos apresentaram baixa atividade
sobre a fase cronica, induzem sérios efeitos calate possuem limitada eficacia sobre os

diferentes biodemas do cruzi que circulam em distintas areas geograficas.

Desta forma, identifica-se a urgéncia de se obbeas alternativas terapéuticas ou
mesmo profilaticas mais seletivas, tendo por basaracterizacdo de novas moléculas que
possam atuar como agentes potenciais ou substameciseomuduladoras, para a

quimioterapia da doenca de Chagas e a identificdgddas e alvos metabdlicos do parasito.

Baseado nesse desafio, 0 Grupo de Pesquisa doat@imide Planejamento e Sintese
de Farmacos (LPSF-UFPE) e o Centro de PesquisauAdggalhdes (CPQAM) identificou e
avaliou uma série de derivados imidazolidinicospn@@otencias farmacos para o tratamento

da doenca de Chagas.



Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudarin vitro a atividade anti-parasitaria, imunomoduladora &uksal de

derivados imidazolidinicos sobre cepa YTadgpanosoma cruz.

3.2 Especificos

Avaliar em culturas de células esplénicas de caongumk a atividade citotoxica dos
derivados da série 5-benzilideno-3-(2,4-diclorob2ztioxo-imidazolidin-4-ona obtidos por

meio sintético;

Determinarin vitro a atividade anti-parasitaridos sete derivados sobre formas

epimastigotas e tripomastigotas dgpanosoma cruz;

Estudarin vitro em sobrenadantes de cultura o potencial efeitmamodulador do
composto LPSF/NN-100 em sobrenadantes de cultueaést da quantificacdo da producgéo
de IFN«, IL-10 e Oxido Nitrico;

Analisar através de microscopia eletrbnica a agé® abmpostos LPSF/NN-52 e
LPSF/NN-100 na estrutura de formas tripomastigdéasepa Y ddrypanosoma cruz;

Avaliar por citometria de fluxo a possivel partegdo dos compostos LPSF/NN-52 e
LPSF/NN-100 na inducdo de apoptose, apoptose tadieecrose em esplendcitos de

camundongos BALBI/c.
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4 REVISAO DA LITERATURA
4.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € causada pelo protozoério legeleidoT. cruz, cujos vetores
séo insetos da famil@eduviidae e da subfamilidriatominae (LENT & WYGODZINSKY,
1979). Atualmente existem 140 espécies reconhealdasetores da doenca (GALVAO,
2006; FORERO, WEIRAUCH & BAENA, 2004; COSTA, ARGOL® FELIX, 2006;
BERENGER & BLANCHET, 2007; PARTTERSON, 2009).

Acredita-se que a doenca de Chagas tenha origetifatauial, concorrendo para a
sua instalacdo mecanismos do hospedeiro (sistemmaeimomprometido) e do protozoario
(acéo lesiva) (PARODI, 2009). Convém lembrar quddtdres atuantes na patogénese que
sao inerentes ao agente infeccioso, como seu pudifno, constituinte antigénico e tropismo
celular, alguns sdo particulares ao inseto vetor, gxemplo, o sistema endocrino dos
triatomineos, e outros sédo proprios do hospedewmojo susceptibilidade, co-infeccéo e
distarbio imunologico (COURA, 2009).

Esta doenca apresenta ampla gama de manifestdg@ieass em consequéncia das
complexas possibilidades de interacdo efitrecruzi e os diferentes tipos celulares do
hospedeiro, tais como macréfagos, células musauéaos neurdnios (SIQUEIRA-BATISTA,
2007).

A doenca de Chagas possui duas fases consecudiyada e cronica. A infeccéo
aguda é geralmente assintomatica ou pode se manif@sno uma doenca febril que dura 4-8
semanas, tendo como principal caracteristica ceajpaento de edemas, chagoma e sinal de
Romana, a infeccdo aguda é seguida por uma fasé&car@ue pode ser: indeterminada,
cardiaca e digestivaAs manifestacfes clinicas da doenca de Chagas caréestdo

relacionadas ao envolvimento patologico do coragg@fago e/ou colon (RASSI, 2009).

4.2 Distribuicdo Geogréfica

Historicamente, a doen¢a de Chagas acometia pesieastritos a areas rurais da
América Latina, onde as precarias condi¢des habitars permitiam amplo contato com o
triatomineo infectado. O recente controle parcatrdnsmissao vetorial em alguns paises da

América Latina (Uruguai em 1997, Chile em 1999 aslrem 2006), a obrigatoriedade das
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reacdes sorologicas no contexto transfusional mad# de 80 e as correntes migratorias
urbanas e para fora da América Latina mudaram fil ppidemiolégico da doenca (DIAS,
2007).

Um novo conceito de distribuicdo da doenca de CGhagamundo globalizado se
estabeleceu por sua verificagcdo em larga escal&siasios Unidos da América, gerando a
obrigatoriedade do controle transfusional nesse pasde 2006 (BERN, 2007). Estudos
mostram casos notificados em alguns paises da &uromo a Espanha (GASCON, 2007), e
mesmo em locais distantes como o Japao (TAKENO9)19®vas e surpreendentes formas
de transmissao, como as ocorridas a partir depiamss de 6rgaos, sao descritas nos Estados
Unidos e Canada (BERN, 2007; MONCAYO, 2009).

A distribuicdo geografica (Figura 1) da infeccaagdsica se estende desde o sul dos
Estados Unidos para o sul da Argentina e Chilesasheio 90 milhdes de pessoas expostas a
infeccdo (COURA & DIAS, 2009). De acordo com estives recentes, a doenca de Chagas
atinge entre 12 e 14 milhdes de pessoas em 1&pmaidémicos na América Latina.

Figura 1 — Distribuicdo geografica da doenca deg@h@SIQUEIRA-BATISTA, 2007).
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No Brasil, em fungdo das migragfes internas dasast décadas, cerca de 70% dos
infectados vive nas cidades. A doenca ocorre enoxapadamente 36% do territorio
nacional, atingindo mais de 2.450 municipios. Agdes em que ha maior ocorréncia estao
no sudeste e noroeste do Rio Grande do Sul, nerdesféo Paulo, Triangulo Mineiro, oeste
e noroeste do Estado de Minas Gerais, norte, centroeste da Bahia, também merecendo
destaque areas de Goias, Paraiba, Pernambucq, Geaud, Amazoénia e o sul de Tocantins
(DIAS, 2007; DIAS, PRATA & CORREIA, 2008; FIOCRUZ0Q7).

No Brasil, mesmo apds o controle da transmissaoriaétpelo Triatoma infestans
(Figura 2), vivemos o que se pode chamar de umangiadurbana. Areas antes preservadas
como a Amazonia ja apresentam casos (XAVIER, 2006&ao hoje também consideradas
endémicas. Além disso, numeros crescentes de quotosansmissdo oral tém ocorrido na
Amazobnia e na regido sul do pais (PINTO, 2008; TAT2007). A forma aguda sobrevive
nesses casos de transmisséo oral, que se apresstaparticularidade, como a gravidade

maior associada as de maior inéculo (PINTO, 2008).

I 1-15 Casos notificados
Il 15-45 Casos notificados
I 46-95 Casos notificados

[ Jo Auséncia de notificacdo

800 1600 2400
T 1

Figura 2 - Distribuicdo geografica de casos cordioios da doenca de Chagas no Brasil
notificado no periodo de 2001-2006. A confirmacéadsos foi classificada em quatro
categorias, de acordo com os nimeros de casokadt$ na cidade (Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, 2009).



4.3 Vetor

Mais de 130 espécies foram consideradas potenatoses del. cruzi. No Brasil, 52
espécies de triatomineos foram descritos, mas témeaespecial importancia epidemioldgica,
porque fazem parte do ecotopos domiciliares (Fi@irdriatoma infestans, Panstrongulus
megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida. As outras 47
espécies sdo selvagens e mantém um ciclo natueamlagpcom mamiferos silvestreg.
infestans, que é a Unica espécie estritamente domésticaglifoinada no Brasil, Chile e
Uruguai, e sua erradicacao ou controle de outrisepala Ameérica do Sul estd em andamento
(COURA & DIAS, 2009). O controle é feito com, meths condi¢cdes de habitacéo e o uso de

inseticidas (MONCAYO, 2009).

Complexo
Triatoma protracta

Triatoma dimidiata
Triatoma prolixus
Triatoma infestans

e Triatoma braziliensis

Panstrongylus megistus

Figura 3 — Distribuicdo geografica das principaigézies de triatomineos (SIQUEIRA-

BATISTA, 2007).
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A primeira descrigdo do mecanismo da picada da®triineos foi realizada em 1910
por Artur Neiva, hoje se sabe que a saliva contéma gérie de substancia que auxiliam na
tarefa da alimentac&o, pois inibem os danos meafrdecorrentes da atuacdo das pecas
bucais sobre a pele do hospedeiro durante o repasiguineo. Por outro lado, tais
substancias também provocam uma série de respiistadégicas, como a liberacdo de
componentes hemostaticos que evitam a perda daiesamhy hospedeiro, por meio dos
mecanismos de agregacdo plaguetaria, coagulac&samijue e/ou vasoconstricdo, assim
como inflamacédo pela liberacdo da prostaglandifastamina e/ou serotonina. Esta
substancia, por sua vez, alerta o hospedeiro smlpeesenca de um estimulo doloroso,
facilitando sua eliminagéo, e a resposta imunokgalacionada ao local da picada, como
liberacdo de interleucinas, histaminas, ativandesposta de mastocitos e macréfagos e a
resposta humoral. Os triatomineos, ao se alimentan®culam nos hospedeiros a saliva, que
contém grande variedade de atividades biol6gioahjindo anticoagulantes, vasodilatadores,
moléculas responsaveis por atividade anestésidacuoia formadora de poro, agente inibidor
do complemento, inibidores de agregacdo plaguetddazida por colageno, ADP, acido
araquidénico, trombina, serotonina, epinefrina e repimefrina (RIBEIRO &
FRANSCISCHETTI, 2003).

4.4 Caracteritica biol6gica doTrypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, protozoario flagelado digenético pertencente ale@r
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, € um pasasitos de maior distribuicdo na
natureza. Capaz de infectar um amplo espectro deiferas, distribuidos entre oitos ordens.
Este parasito é transmitido principalmente atrad@scontaminacdo de fezes infectadas do
triatomineo(COSTA, 2009).

O T. cruzi ndo representa uma populacdo homogénea, sendituddospor diversas
cepas, observando-se a variabilidade genética elasgMATTEI, 1977). Uma das primeiras
sugestdes de caracterizagdo biolégicardoruzi foi feita por Brener (1977), ao propor as
cepas Y e CL como cepas polares, representantsbdtantiva variabilidade intra-especifica
do protozoario. De fato, em camundongos, a infepgd@ cepa Y, a qual possui tropismo por
macrofagos, causa elevada parasitemia e evolugcampbito; ja a cepa CL, prioritariamente
miétropica, ou seja, lesiva ao tecido muscular lo intestino formando infiltrado

inflamatorio no local, produz comparativa infecgomenor gravidade (PENA, 2009).
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Os principais critérios utilizados na caracterivagas diferentes cepas @locruzi séo
origem geografica; espécies de hospedeiros; vicidéa patogenicidade; formas clinicas e
epidemiolégicas; sensibilidade a quimioterapicasgdémas, caracteristicas morfolégicas e
histopatoldgicas observadas na infeccdo experiipatas agentes; zimodemas, caracteres
isoenzimaticos especificos do parasito; esquizodeoamacteristicas do DNA cinetoplasticos
e DNA riboss6mico (PENA, 2009).

Independente do esquema classificatério empregeaose pode perder de vista que 0
grande objetivo dos agrupamentos propostos € bedstamento de correlagdoes entre a cepa
infectante e os aspectos clinicos, patologicoap@articos e epidemioldgicos da moléstia de
Chagas (ANDRADE, 2005; BRENER, 1979).

4.4.1 Aspectos Morfoldgicos

O protozoario apresenta trés forma evolutivas iflemtlas morfologicamente pela
posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo daacéla emergéncia do flagelo (BRENER,
1973; BOURGUIGNON, 2006; HOARE & WALLACE, 1966; BRER, 1997).

A forma amastigota é intracelular do cruzi encontrada nos tecidos do hospedeiro
vertebrado (Figura 4), ndo possui flagelo extezamido nem membrana ondulante, dai seu
movimento ser de rotacdo, medindo cerca g® 4de diametro. Multiplica-se por divisdo
binaria longitudinal a cada 12 horas, transformaseloem tripomastigota sanguineo,
aproximadamente 11 a 13 horas antes da rupturélula.cDe acordo com os mecanismos de
transformacao, sua morfologia pode ser fusiformaroedondadado (SIQUEIRA-BATISTA,
2007).
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Figura 4A e B - Formas amastigotas intracelulaces. druzi (www.fiocruz.com.br)
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A forma epimastigota (Figura 5) € a morfogenétjua se localiza no tubo digestivo
do triatomineo, sendo também encontrada nas g@mamais dos gambas. Apresenta flagelo
livre, cinetoplasto anterior ao nucleo e membrandutante pouco desenvolvida, medindo
entre 20 e 4@um, incluindo o flagelo livre. O nucléolo é esfériecocupa, na maioria das
vezes, uma posicdo central no ndcleo (LOPEZ-VELAEQU2005). E bastante mével e
apresenta intensa atividade replicativa tambéndpisdo binaria longitudinal, havendo, em
diversas ocasifes, a formacédo de rosaceas. Os stigiotas ndo suportam temperatura de
37°C, desenvolvendo-se melhor na faixa de 20 a.ZBS@s formas sao incapazes de penetrar
nas células do hospedeiro vertebrado, sendo imtemmge fagocitada por macrofagos
(SIQUEIRA-BATISTA, 2007).
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Figura 5 - Formas epimastigotas (www.fiocruz.com.br

Por outro lado, os tripomastigotas (Figura 6) nésspem capacidade replicativa, e
correspondem a forma infectante, extracelular, litcmda em ambos os hospedeiro:
invertebrado — tripomastigota metaciclicos, veddbr — tripomastigota sanguineo ou
sanguicola. Os tripomastigotas metaciclicos saorgrados nas porcdes finais do intestino,
ou tubo de Malpighi do inseto vetor. Morfologicarteenassemelha-se as formas finas dos
tripomastigotas sanguineos, medindo em torno denlApresentam ndcleo grande e central,
cinetoplasto com alta densidade de DNA, em posieéuinal posterior. O flagelo é mais
curto, emergindo do corpusculo basal proximo aetopliasto; a membrana ondulante €, em
geral, estreita (DE SOUZA, 2007).
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Figura 6 - Formas tripomastigotas (www.fiocruz.com.

Os tripomastigotas sanguineos estdo localizadosangue ou em outros liquidos
corporeos, como a linfa dos hospedeiros vertebraddagelo, que emerge do corpusculo
basal proximo ao cinetoplasto, é longo, represéota@m média, um terco do comprimento
do protozoéario. A membrana ondulante € estreitajimde entre 12 e 20n, incluindo o
flagelo livre. Do ponto de vista morfologico, diggjuem-se duas formas de tripomastigotas

sanguineas: finas ou delgadas e largas (DE SOUII8)2

4.4.2 Ultra-estrutura

Por ser um protista, a morfologia celular Hacruz € tipica das células eucaribticas
(Figura 7). A membrana plasmatica (MP) Hacruzi € composta por dupla camada lipidica,
na qual estdo “imersas” inUmeras proteinas. Asepras estdo distribuidas irregularmente,

visto seu deslocamento pela bicamada lipidica (DBEZA, 2009).

Glicolinidio Gliconrotein:

Canal idnico
(estrutura protéica)

Proteinz a-hélice da

Linidec proteina integral

Figura 7 — Membrana plasmatica facruzi (www.biogilde.wordpress.com)
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Na face interna da membrana existem inidmeros mignbds, que se estendem de um
extremo ao outro do flagelado (DANTAS, 2003). Ndeewr, observa-se um revestimento
celular trés vezes mais espeso nos tripomastiglmague nos epimastigotas. Ha também a
presenca de &acido sialico associado a glicopeptidis quais tém uma participacéo
importante na interaca®. cruzi/macrofago (DE SOUZA, 2009). Disperso no citoplasma
estdo o complexo de Golgi, reticulo endoplasmaticibossomos, possuindo também o
cinetoplasto, conhecido como DNA cinetoplastico IeGDNA (Figura 8). Diferente das
demais ordens de eucariontes, as quais apresemtatoreo de 1% do DNA celular nas
mitocondrias, oT. cruzi pode concentrar de 16% a 30% do DNA total no genom
mitocondrial (DIAS & MACEDO, 2005, ARAUJO, 2009).

Mitocondria

Figura 8 — Estrutura interna docruzi (DE SOUZA, 2008)

A mitocéndria é Unica, tubular, possuindo paredegulares e cristais, com aspecto
depente do estagio parasitario analisado, tendo e@emento limitante uma dupla membrana
mitocondrial; ademais, apresenta intima relacdo ooomnetoplasto, havendo continuidade
estrutural entre as paredes de ambas as orgaB&RSKIRA-BATISTA, 2007; DE SOUZA,
2008; DE SOUZA, 2009).

4.4.3 Ciclo Evolutivo

O ciclo evolutivo daT. cruzi € complexo marcado por uma série de transformagdes
longo do seu processo vital (Figura 9). Ao realzdrematofagismo, o triatomineo infectado
pelo protozoario recebe significativa quantidadesalegue em seu sistema digestivo, o que o
forca a eliminacdo da massa de excretas acumutadatituida por fezes e urina, a qual &

normalmente depositada na superficie da ,ol.eEstes dejetos contém os tripomastigotas
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metaciclicos, os quais, em razdo de sua ativa nemtagdo e pela libertacdo de enzimas
histoliticas, penetram ativamente através da pelagao de continuidade recém-formada) ou
da mucosa. Caso haja prurido, o que ocorre condgrérequéncia, a escoriacao do local,
pelas unhas, facilita a penetracdo do parasitajab gpde ser transferido para outras regides
da pele ou para a mucosa ocular. Chegando a iatilmicdos tecidos do hospedeiro
vertebrado, as formas tripomastigotas metacicbé@asfagocitadas por elementos do sistema
mononuclear fagocitario (SMF) local ou induzem fatgse por outros tipos celulares
(BRENE, 1997; WHO, 2002; SIQUEIRA-BATISTA, 2007).

No vacuolo citoplasmatico, os tripomastigotas peati escape do vacuolo fagocitario,
utilizando para isso uma proteina citotoxica (TcX)Ca qual apresenta certa homologia com
as perforinas de linfocito T citotoxicos (BRENER9Y). Neste ambiente, passardo por uma
grande transformacao estrutural (desaparecimenttagielo livre e da membrana ondulante,

arredondamento de sua forma, reducéo de tamaohagndo-se amastigoﬁ . Tais formas
sofrerdo uma série de divisdes binarias sucessivasmaioria das vezes nove, sendo

produzidos de 50 a 500 parasitos, dependendo da defd. cruzi e do tipo celular

envolvidd® . Aproximadamente 12 horas antes da ruptura ddacela formas amastigotas
transformam-se em tripomastigotas sanguineos, ais,qapos a lise da célula parasitada,
poderdo invadir novas células nucleadas do hospedairtebrado, principalmente as

musculares lisas, esqueléticas, cardiacas e neyveszbilizando sua permanéncia no

hospedeiro (DUTRA, 2006).

O novo inseto transmissor entdo pica os doentsgga tripomastigotas presentes na

corrente sanguin B Os tripomastigotas transformam-se em epimassgotaintestino do

inseto, multiplicando-se intensamente por fissﬁn’am'ﬁ,a & . Alguns desses transformam-se
em tripomastigotas novamente, e sao expulsos cdezes pelo inseto quando este pica outro

individuo (os insetos barbeiros defecam frequentéenguando se alimentam para abrir

espaco dentro dos seus exoesqueletos rigidos payasam@ue@. O periodo necessério ao
parasito para se multiplicar em suficiente nUmezotied do inseto para a picada deste ser

infecciosa € de cerca de seis dias (DUTRA, 2006).
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A\ Estagio infeccioso
A\ Estagio diagndstico

Figura 9 — Ciclo evolutivo d®. cruzi (www.answers.com/topic/chagas-disease)

4.4.4 Nutricao e Cultivo

A nutricdo doT. cruzi é realizada através da membrana celular, ou pocpose, ja
gue os vacuolos pinociticos foram observados madgmpidades do bolso flagelar. O consumo
de carboidratos e de oxigénio é alto. A presencaeiee no meio em que b cruz se
encontre € fundamental, na medida em que essezpério € incapaz de sintetizar esta vital
molécula, imprescindivel para a producao de seasromos (SIQUEIRA-BATISTA, 2007).

Como o flagelado ndo pode sintetizar aminoacidparér de sais de amonio e fontes
de carbono, é indispensavel uma fonte rica de &cihoinados, como triptose, peptona e
mesmo soro. E bastante provavel que o notavelioresto do flagelo em meios ricos de
aminoacidos seja uma consequéncia da sua eficigilizacdo como fonte de carbono
(CANCADO, 1968).

O crescimento em culturas db cruzi segue o padrdo logistico, havendo seu
incremento com aumento proporcional de temperatat@, um ponto critico (32°C). A

temperatura usual de incubacéo é de 28°C. O paingipio de cultivo do flagelado élimer
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infusion triptose (LIT), esse meio permite obter uma taxa de crescim significativa tanto
na velocidade de multiplicagdo, como no rendiméniwo de flagelado. Nesse meio acelular,
ha predominio de crescimento de epimastigota, sgapdo-se de utilizar culturas de
fibroblasto e macrofagos, células epiteliais, midicis, entre outras, para o crescimento e
desenvolvimento de amastigotas e tripomastigotadN(@ADO, 1968; SIQUEIRA-
BATISTA, 2007).

4.4.5 Reproducéao

A multiplicacdo doT. cruzi ocorre apenas nos amastigotas e nos epimastigotas,
sequéncia aceita para a divisdo é: duplicacao [ddA: duplicacdo do corpusculo basal com
a producao de um segundo flagelo; divisdo do gob@$to por estrangulamento da porcéo
média; divisdo nuclear por endomitose; divisaopt#tematica a partir da extremidade flagelar
até a porcao posterior do protozoario; formacaondmcondria a partir da parede do
cinetoplasto (ARAUJO, 2009).

4.5 IMUNIDADEADQUIRIDA CONTRA INFECCOES PELO Trypanosoma cruzi

Os protozoarios apresentam variadas propriedadiesugais e bioquimicas, ciclos de
vida e mecanismo patogénico. Nao é surpreendemediderentes parasitos desencadeiem
respostas imunoldgicas distintas. Com a evolucaaldamas espécies, 0S protozodrios
patogénicos desenvolveram mecanismos para sobreléwero de células do hospedeiro, de
modo que a imunidade protetora contra esses orgasi® mediada por mecanismos

semelhantes aqueles que eliminam bactérias eiutraselulares (ABBAS, 2008).

As manifestacGes clinicas observadas na doenc@hdgas devem-se a resposta
imune elaborada pelo hospedeiro contra o parasSito.cada fase da doenca, existe uma
resposta imune especifica com um repertério delasle citocinas, que reduzem a
parasitemia, auxiliando na defesa do organismo,quagpodem também estar envolvidos no
desenvolvimento da patologia (BRODSKYN & BARRAL-NED, 2000).

Os eventos que se sucedem apos a introducdo dsitpama organismo incluem
primeiramente, os mecanismos da reacado inflamataniavés do recrutamento de células

“Natural Killers” (NK), neutréfilos, macréfagos eoginofilos. Todas essas células possuem
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receptores, que com o auxilio do fator de necros®ital (TNF)e, ativam macréfagos para
produzir citocinas (IL-1 e IL-6) e oxido nitrico @Y e, em seguida, a instituicdo da resposta
imune adaptativa, a qual € capaz de reduzir aiparas, caracterizando a evolucéo para a
fase cronica (GAZZINELLI, 1992; BRENER & GAZZINELL1997; ANDRADE, 1991).

A resisténcia ad. cruz € oferecida pelas células NK, que sédo subgrugmideitos,
e que funcionam em respostas imunes inatas detdram células infectadas por secrecao de
interferony (IFN-y) e por mecanismos liticos através da liberacdoaestular de seus
contetdos ou por inducdo de apoptose (DELVES, 208§)células NK séo capazes de
inativar formas tripomastigotas presentes na cteresanguinea, limitando assim, a

propagacao da infeccao (LIEKE, 2004).

Sathler-Avelar et al. (2003) demonstraram que cianda fase aguda da doenca de
Chagas néo esta associada com a ativacdo de nuenécitmudancas nas células natural
killer (NK). No entanto, a fase aguda tardia é ctr@zada por um aumento seletivo de uma
linhagem distinta de células NK (CD16D56), considerando que pacientes no inicio da fase
indeterminada da doen¢a mostram expressao aumetdddlaA-DR (antigeno de classe Il do
MHC) em mondcitos. Vitelli-Avelar et al. (2006) dam confirmado estes achados,
demonstrando que a expansio das células NK (CDD&6) antes do desenvolvimento da
imunidade mediada por células T € uma caractaidticfase cronica. Além disso, a Vitelli-
Avelar et al. (2006) demonstraram que, além daresgmdas células NK (CD1&D56),
niveis mais elevados de mondcitos pro-inflamato(@B14” CD16 " HLA-DR™ *) também

foram observados durante o inicio da fase indetexda doenca.

4.5.1 Resposta imune mediada por anticorpos

Estudos indicam que os anticorpos (Ac) contribudiva@ente para a resposta a
infeccdo, atuando em conjunto com as células densés imune. Os mecanismos mais
importantes de destruicdo do parasito via Ac sb&egor ativacdo do sistema complemento
(C) e a inibicdo da infec¢cdo por opsonizacdo skgule ingestdo por células fagociticas

(neutrdfilos, eosindfilos e macrofagos) (UMEZAWAM).

Geller et al. (1978) avaliaram os niveis de imuologiinas da classe IgE no soro de

14 pacientes clinicamente sintomaticos da doenc&ltigas e 14 controles. Ndo foram
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observadas diferencas entre os niveis desta imumdgia nos pacientes normais e nos
infectados, levando a sugestdo, de que as infequdieprotozoarios podem nao alterar os
niveis de IgE (GELLER & GELLER, 2000).

O T. cruzi é mais eficiente em induzir IgG2, imunoglobulinee&® capaz de acionar o
sistema complemento. Os Ac IgG1 se ligam mais aviaiie aos mastécitos, nos quais atuam

na atracdo de eosindfilos, na reacéo anafilatiaestruicdo do parasito (CERBAN, 1992).

A ativacdo policlonal dos linfocitos B é depended¢elinfocitos T CD2 e contribui
para uma reducdo da parasitemia e eliminagdo dasm$osanguineas (MINOPRIO, 1986).
Com a ativacdo de diversos clones de linfocitoss®) secretados Ac especificos aos
antigenos (Ag) do parasito, inespecificos a estee fambém reativos aos Ag do hospedeiro.
Normalmente, o antigeno parasitario do meio exiutareé captado, englobado e processado
por células apresentadoras de antigenos (APC) entampartimento endocitico, sendo
associada a moléculas do MHC (Complexo PrincipaH¢ocompatibilidade) de classe I,
com inducdo de células T CD4SCHARFSTEIN & MORROT, 1999). Estima-se que a
maioria dos linfocitos B ativados ndo sao espeamsfiao protozoario. As dificuldades em
eliminar o parasito, pelo sistema imune podem serdd, em parte, ao fato deTo cruz
evocar uma resposta linfocitaria T e B policlon@b respecifica, evitando assim um controle
eficiente no inicio da infeccao (MINOPRIO, 2001).

4.5.2 Resposta imune mediada por células

Diferentes tipos celulares atuam na resposta inuglelar aoT. cruz, cabendo
destaque aos linfécitos, macréfagos e mastocitds.ofuzi € um potente ativador da resposta
Thl, sendo capaz de estimular melhor a sintesé@abénas pro-inflamatorias que participam
ativamente no processo de resposta imune celgliaj@como sinalizadores entre as células
(OLIVEIRA, 2000).

Os linfocitos T desempenham varias acdes que baetn direta ou indiretamente
para a resposta imunolégica. Os mecanismos pregetimcluem: secrecdo de citocinas
ativadoras de macrofagos; aumento na producaoiemuus especificos; funcao efetora e
regulacdo da resposta imune. Entre as subpopuldedegocitos T, os T CD4e os T CD8
sdao os mais conhecidos quanto as suas funcoesopastéSACKS, 2002).
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A populacdo de células T CD4 é divida nos grupos, T2, Th3 e Thl7, distintos
pelo perfil de secrecéo de citocinas (Figura 10).

IFN-y
IL-2
IL-3
IL-12

Imunidade celular

IL-4
IL-5
IL-6

< IL-10
. . Imunidade humoral 'L-13

Célula T CD4 \

TNF-o
IL-1
IL-17
IL-22

Proinflamatéria

TGF$
IL-10

Imunoregulagao

Figura 10 - Padrdes de citocinas de linfocitos BC@daptada de LA CAVA, 2009)

Os linfocitos Thl, que auxiliam preponderantementesposta imune mediada por
células, foram evidenciados como protetores dodumm contra a progressao da infeccao
pelo T. cruzi. Os mecanismos responsaveis estao relacionadbsracbo de citocinas, em
particular o IFNy e a IL-2. As principais a¢cbes desta subpopulag@m & ativacao
macrofagica e o crescimento e diferenciacdo dédittfs T CD8 CTL (Figura 11) (POWRIE
& COFFMAN, 1993; ABBAS, 2008).
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Figura 11 - Funcao efetora das células Thl (AdaptedABBAS, 2008)

Ja o subgrupo Th2, que atua através de citocinamflamatoérias, participa da
inducdo da resposta humoral. As duas citocinas rel@santes sédo a IL-4 e IL-10 (Figura
12).
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Figura 12 - Funcéo efetora das células Th2 (AdaptedABBAS, 2008)

Recentemente vem sendo descrita uma terceira swlbgép, os linfécitos Th3,
relacionados com a regulacdo do sistema imunentueainfeccdo peld. cruz. Uma das
caracteristicas dos linfécitos Th3 é a produca®@E-{ (fator transformador de crescimento
beta), essa citocina € capaz de atuar no cres@nmntdiferentes grupos celulares e no
bloqueio da proliferacdo de linfocitos e a produdadinfécitos T citotoxicos (WAGHABI,
2005).

Mortara et al. (2005) demonstraram qué.@ruz é capaz de ativar o TGFk- passo
importante no processo de invaséo celular. AdemaisGF{$ esta associado a exacerbacéo
da doenca, com efeito na inibicdo da capacidadeateofagos de proteger o hospedeiro das

diferentes formas evolutivas decruz (SILVA, 1991).

Células Th17 foram recentemente identificadas cama nova linhagem de células

Th efetoras, essa subpopulagdo tem sido importentesposta imune a agentes infecciosos
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(DONG, 2008; EVANS, 2007). A citocina IL-17 proddai pelas células Th17 tem sido
associada por muitos anos com a defesa do hosped®itra agentes infecciosos e com
doencas auto-imunes. No entanto, ndo ficou clarmoca producdo de IL-17 foi
regulamentada (DONG, 2008).

Os Linfécitos T CD8 estdo envolvidos na producdo de citocinas e nadatie
citolitica, controlando a replicacdm vivo do parasito e permitindo a resisténcia do
hospedeiro (BRENER & GAZZINELLI, 1997). Esse tipe tinfocito € conhecido por sua
atuacdo supressora (modulacdo do auxilio exacerpadolinfocitos T-helper a outros
leucécitos) e citotoxicidade (CTL) (BLOOM, 1992). relevancia das células CTL na

resisténcia é apoiada pela origem do Ag parasitario

Na imunidade celular, os macréfagos atuam principate através da producdo de
oxido nitrico (NO), sendo um efetor essencial nsedgolvimento da resposta Thl corifra
cruzi, controlando a replicacdo através secrecao der® (TNFe, IL-1, IL-12) e aumento
de substancias co-estimulatérias (GUTIERREZ, 2009).

A propriedade citoprotetora de baixos niveis de pifde limitar o dano tecidual
durante inflamacdo (DE GOUW, 2001). Curiosament&l aumenta significativamente a
proliferacéo, a divisao e a viabilidade das céltlasguladoras (Treg) (SAKAGUCHI, 2004),
um subconjunto de linfocito que tem sido apresenfaam esta envolvida na infeccdo aguda
experimental porT. cruzi (MARIANO, 2008). De fato, as células Treg induadpela
estimulacdo NO sé&o tao eficientes quanto as Traggais em suprimir a diferenciagédo de
diferentes subpopulacdes de linfécitos efetores (RARD & KHAN 2003).

Durante a infeccdo pel®d. cruz, o NO pode, modular direta ou indiretamente a
maquinaria efetora de leucocitos através de digermsecanismos. Este processo envolve
efeitos microbicidas derivados de radicais liviasperoxido e peroxinitrito) gerados apos a
producao de NO, bem como a regulacéo da respdista@ioria induzida durante este tipo de
infec¢do.Portanto, 0 NO desempenha um duplo papehumaidade. Essa dualidade imune é
geralmente dependente da concentracdo de NO, gaevemdesregulada, pode causar a
toxicidade celular no hospedeiro, auto-imunidadeaopersisténcia do parasito devido a

evasao imune, os quais podem levar a patologia (ERREZ, 2009).
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Entre os mecanismos imunoregulatério, mais recesriamndescrito, estdo as células
Tregs, que sdo fenotipicamente identificadas nassséumanos como células TCD4
CD25"". As células Tregs tém emergido como um ponto akdé controle na modulacgéo de
varias respostas imunes, incluindo reacdes autagsme imunidade contra microorganismos
infecciosos (PICCIRILLO, 2008). Varios mecanismass muais as células Treg podem
exercer a sua atividade modulatéria tém sido ptagosm diferentes modelos de doencas,
incluindo a inibicdo da atividade citotoxica poregentacdo direta de antigeno ou através da
producdo de citocinas anti-inflamatorias, como 0.4 TGFp (PICCIRILLO, 2008). A
regulacdo da resposta imune especifica contraasipe@® essencial para controlar a atividade
efetora excessiva arifi-cruzi. Na falta dessa regulacéo, a resposta imune gabaduzir
leséo dos tecidos. Uma vez que, componentes auteiparticipam da cardiopatia chagasica,
a regulacdo da resposta poderia ser necessariacpatalar a reatividade (SATHLER-
AVELAR, 2009).

4.5.2.1 Citocinas

As citocinas, que possuem diferentes fun¢cfes meses imune mediada por células,
estdo também envolvidas no bindmio resisténciagsibiitcdade. Sao proteinas solGveis ou
glicoproteinas produzidas por leucécitos e ouipsstcelulares, que atuam como mediadores
de comunicacdo entre células do sistema imune (ABBR008). A progressao da
enfermidade estad diretamente relacionada com asimas atuantes durante o curso da
infeccdo (ALIBERTI, 1996). O balanco entre as ditas inflamatorias e antiinflamatoérias
produzidas ao longo da doenca sera fundamental gegtexminar o curso da infeccao
Durante a fase cronica o diferencial da resposteaidgica, ao combate a infec¢ao, pode ser
o fator determinante que permite uma resposta irbene controlada (forma indeterminada)
OU uma resposta imune que controla a parasitermag, lava a patologia (formas clinicas
cardiacas e digestivas) (Figura 13). A interacaciahentre o parasito e o hospedeiro € a
provavel chave para estabelecer o controle efeivparasitemia e a0 mesmo tempo é crucial
na formacao de citocinas (GUITIERREZ, 2008; DUTRAD9)
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4.5.2.1.1 Interferon gama (IFNy)

Entre as citocinas, o IFNapresenta um papel crucial, por ser um potentadudr de
macrofagos e estimulador do processo de destrupgi@sitaria contra ofl. cruz,
Trypanosoma brucei, Leishmania sp., Toxoplasma gondii e Plasmodium sp. (REED, 1988).
Torrico et al. (1991) avaliando a contribuicdo &4y no modelo murino da doenga de
Chagas, observaram que camundongos que recebeitgrar@n monoclonal anti-INFy;
foram mais suscetiveis a infeccdo, apresentandasipemia mais acentuada e mortalidade

precoce, em relacdo aos camundongos selvagens.
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Durante a fase inicial da infeccdo chagasica o {RNm um papel protetor. A sua
producdo é estimulada pela IL-12 e realizada pethdas NK, células TCR (Receptor de
Célula T)op duplo negativas, macréfagos e posteriormente palq€D4" e CD8) (REIS &
LOPES, 2000). O fato do IFN-atuar como agente protetor na infeccao atribuk-smia
capacidade de ativar a producao de metabdlitosido ditrico (NO). Essa producéo de IFN-
vy é regulada pelas citocinas IL-10, IL-4 e o fat@nsformador de crescimentofTGF{3)
(BRENER & GAZZINELLI, 1997). Aléem disso, desempenpapel central em induzir a
ativacio de macrofagos e a inibicdo da replicag@i@delular dos parasitos (ARAUJO-
JORGE & CASTRO, 2000).

Apesar da influéncia dos interferons IleNe IFN{f3 parecer menor do que a do IFN-
no controle da infeccaon vivo, Plata et al. (1987) demonstrou que houve induwiéo
resisténcia em culturan vitro, além da diminuicdo da parasitemia quando admégistna
doenca de Chagas experimen@ITNF-o também ativa macrofagos, atuando sinergicamente
com o IFNy. Estudos recentes tém questionado a participagsia dcitocina no
desenvolvimento de cardiopatia chagasica croni€d@D, 2007; FERREIRA, 2003).

4.5.2.1.2 Interleucina 10 (IL-10)

A producado de IL-10 é necessaria para minimizaefegos toéxicos causados pela
producao de citocinas inflamatorias, IL-12 e IffNproduzidas durante a infeccdo. Em seus
estudos experimentais Silva et al. (1992), avalowivel de IL-10 em culturas de
esplendcitos de camundongos geneticamente resistestes produziram menor quantidade
de IL-10 quando comparado com 0s suscetiveis. talebém observaram que quando 0s
anticorpos monoclonais sdo direcionados contra -40ILha reversdo da progressdo da
infeccdo em camundongos suscetiveis. Esses gbeitiesn ser explicados pela acéo inibitoria
da IL-10 ao subgrupo Thl que libera as citocind$-Fe IL-2, que conferem resisténcia ao
hospedeiro e pela desativacdo de macréfagos asivado IFNy (SATHLER-AVELAR,
2009). Aparentemente os niveis de IL-10, séo itidios: de resisténcia ou de suscetibilidade
ao parasito (O'GARRA, 2007).
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4.5.2.1.3 Interleucina 4 (IL-4)

A citocina IL-4 assim como o IFN-atua na resposta imune como estimuladora da
eliminacdo doT. cruzi através dos macrofagos. Golden e Tarleton (19B&g¢rearam que,
quando se adiciona IFiNem fragBes com IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5, ha um stéial aumento
da capacidade tripanocida de macrofagos, chegaedtedlizacdo intracelulan vitro. Este
sinergismo desaparece somente quando Ac anti-Aeddicionados no meio (HOFT, 2000).
Contudo, ao serem colocados juntos FB-L-4 ndo ha qualquer acéo sinérgica aparente. E
intrigante a acdo de IL-4 em macrofagos nesta poote, visto que ela tem acgédo inibitéria
para células Thl, produtoras de IFNe aumenta a suscetibilidade para outras infeccdes

como no caso de géndreishmania (HOFT, 2000).

4.5.2.1.4 Interleucina 12 (IL-12)

A IL-12 é fundamental para iniciar sucessivos evgmurante a infeccao porcruz,
gue envolvem macrofagos, células NK e linfocitad$-igura 14). A IL-12 € uma citocina pro-
inflamatoria, sintetizada pelas células apresemtadde antigeno (APCs) durante a infeccéo e
é capaz de estimular células NK e linfocitos T adpeirem de IFNy, 0 qual estimula os
macréfagos a destruirem o parasito. Além dissd,-A21atua em conjunto com o IFN-
estimulando a diferenciacdo de linfocitos T CDauxiliares em células Thl e acentua as
funces citotoxicas de células NK e linfocitos Totixicos (CTLs) CD8 (HOFT &
EICKHOFF, 2002; ABBAS, 2008). Uma das mais surpdestes disfuncdes observada em
macroéfagos infectados com parasitos é sua inaBddidem produzir IL-12 que, como 0O
principal indutor fisiologico de interferon-gamadé&erenciacdo de células T helper tipo
(Thl), € uma citocina essencial para resisténajaiada a patdogenos intracelular. O excesso
da producgdo de IL-12 pode levar diversos danogemidos e até mesmo mortalidade, uma
consequéncia que pode também ser prejudicial aasiparno bloqueio do ciclo de
transmissao (SACKS, 2000)
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4.5.3 Imunoprotecao e Imunopatologia

Durante a infeccdo poff. cruzi, o NO pode atuar direta ou indiretamente. Os
mecanismos pelos quais 0 NO exerce funcdo imunosssgra ainda ndo sao claros.
Entretanto, foi demonstrado que o NO pode inibira@esentacdo de antigenos por
macrofagos regulando negativamente a expressamldgeutas do (MHC). Além disso o NO
pode alterar o funcionamento de complexos enziogiimprescindiveis para o metabolismo
celular, inibir a duplicacdo de DNA ou causar dadiostos no DNA e induzir morte celular
(GUTIERREZ, 2009).

Na infeccdo humana especificamente, na forma aadi@da doenga, ha uma
predominancia de linfocitos T CD&ue se mostram muitas vezes mais freqiientes que os
linfocitos T CD4. Na forma gastrintestinal da doenca de Chagasstanto, ha diminuic&o

significativa no nimero absoluto de linfécitos CD8de linfocitos B CD19e inversdo da
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taxa de CD4/CD8. A caracterizagao da expressac@éa doenca de Chagas tem mostrado
regulacdo positiva de respostas imunes, metabolisipideo, fosforilacdo oxidativa
mitocondrial e de alguns genes seletivos. Acresbtague a regulacdo postiva de via de

sinalizacao do IFN-pode ser associada com hipertrofia do coracéo @H;12005).

Na fase aguda da infec¢é@o o coracdo é o orgdoaimzio, a infecgdo de fibroblastos
e cardiomiodcitos peldl. cruzi pode retardar ou induz a apoptose da célula hesped
(DOSREIS, 2009). A morte celular programada porp&pse € uma resposta biologica
relevante para o desenvolvimento, a renovacédo ddotee homeostase do sistema imune.
Defeitos na regulacdo da apoptose pode levar acdse apoptose pode também ser
induzida em parasitos unicelulares, incluindioypanosoma cruzi (PIACENZA, 2001).
Apoptose em alguns parasitos coim®shmania, € necessaria para o estabelecimento bem
sucedido da infec¢do no hospedeiro vertebrado (YANDBERGEN, 2006). Além disso, as
formas infectantes daeishmania spp. e T. cruzi apresentam fosfatidilserina extracelular, um
marcador de células apoptéticas que esta envolm@oinativacdo de macrofagos do
hospedeiro e aumento da replicacdo do parasita @AM, 2007). Apos a infeccéo pelo
parasito, a apoptose de leucdcitos dos hospeddassmpenha um importante papel na
regulacdo da resposta imune. Apesar dos progrdsgos nesta area, a importancia da

apoptose na patogénese da doenca de Chagas pezrobhsegro (DOSREIS, 2009).

A Necrose é descrita como uma morte celular nagramada. A interacdo entre
apoptose e necrose € modulada em resposta a estidifdrentes. Originalmente necrose
significa morte acidental de células e tecidosc&mcteristicas deste tipo de morte envolvem
alteracbes dramaticas na mitocondria ™ocruz, incluindo despolarizacdo mitocondrial,
deplecdo de ATP, geracdo de ROS, perda da homeoskas calcio, vacuolizacdo
citoplasmatica e, finalmente, degradacdo da merabptasmatica (ZONG & THOMPSON,
2006). Diferente de apoptose, o processo de rgeigiade células mortas em necrose € lento,
devido a auséncia de sinais de celulares espegifiesando a uma importante resposta
inflamatoria (DE CASTRO, 2009).
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4.6 QUIMIOTERAPIA

Praticamente desde a sua descoberta, o tratamardoethca de Chagas vem sendo
alvo de intenso estudo. A busca de drogas paraococlisico pode ser dividida em trés
periodos: de 1909 a 1934, entre a descoberta dacaloe a morte de Carlos Chagas,
pouquissimo estudos foram relatados; de 1935 a, I#6€rsos compostos foram testados
sem gue houvesse drogas eficientes; o terceirodmerd mais produtivo, teve inicio em 1961
com a publicacdo dos estudos de Brener, que irtnoduesquema de tratamento de longa
duracao e consolidou os critérios de avaliacagéeartica (COURA & CANCADO, 2009).

Entre 1960 e 1970, dois nitroderivados, nifurtim@itrofurano) e benzonidazol
(nitroimidazol), foram introduzidos na quimioterapia doenca de Chagas. O nifurtimox, (3-
metil-4(5’-nito-furfurilideneamino)-tetrahidro-4H;4-tiazina-1,1dioxido) monstrou-se o0 mais
ativo, entre diversos derivados 5-nitrofurfurilidsntestados Ja o benzonidazol (N-benzil-2-
nitroimidazol acetamida) foi sintetizado por Winkhe Liebman (BOCK, GONERT &
HABERKORN, 1969).

O relativo sucesso de nifurtimox e benzonidazobegjou a pesquisa de outros nitro-
heterociclicos, mas muitos jA se mostravam mendsn{@s em modelos experimentais.
Dados recentes também tém fortemente sugerido queira terapéutica de animais
cronicamente infectados possa ser alcangada mediamatamento por longos esquemas de
tratamento com benzonidazol (BUSTAMANTE, BIXBY & RAETON, 2008). Por outro
lado, nifurtimox e benzonidazol apresentam séiragacoes principalmente relacionadas a
toxicidade e aos variaveis resultados de acordo eofase da doenca, a duracdo do
tratamento, a idade dos pacientes e a area gamgr@@iOURA, 2007). De fato, foram
relatados diferentes perfis de suscetibilidade aib®furanos entre cepas de cruz
(BRENER & CHIARI, 1967; BRENER, COSTA & CHIARI, 19J.

4.6.1 Nifurtimox

Todas as trés formas evolutivas Bocruzi sdo sensiveis ao nifurtimox [4-(5-nitro-
furilidenoamino-) tetrahidro-4-4-1, 4-tiazina-1-@sido], desde o0s tripomastigotas
sanguineos até aos amastigotas teciduais. O farfnaeduzido por nitrorredutases a um
radical nitroanion, que reage com o oxigénio mdbec(0,) para formar anions superéxido

(O2) e regenerando o grupo N@um processo conhecido como ciclo redox. Q)(@
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rapidamente catalisados a,(®3 pela superoxido-dismutase (Figura 15) (RAETHER &
HANEL, 2003; DIAS, 2009). O acumulo desta Ultima léoola pode gerar radicais
hidroxilas, uma espécie altamente toxica para topodrio, uma vez que estes possuem uma
maquinaria parcialmente deficiente, principalmenferma amastigota, para o mecanismo de
detoxificagédo deste intermediério (URBINA & DOCAMPEZDO03).

2 ArNO, + NADPH +H- NP> 2ArN@ + NADP' + 2H'
ArNO, + Or-» ANQ + Oy
O, +O, +2HF SO HO,+O,

O,y +H»- F&» O+ OH+OH

Benzonidazol Nifurtimox
R-NO, R-NOZ
Proteinas
. Lipideos
Nitroredutases DNA libaibides SoD fégf Nitroredutases
“+0OH < 02 + H,0,
Y H,O .
GSH 2 GSSG Metabolicos
R-NH,<—R-NO/R-NHOH R-NO, —> . *R-NH
Y T(SH)QW T(S)2 Nitro &nion faditlfft)d'“cos 2
Ti6is conjugados Tidis conjugados

Figura 15 — Mecanismo de acado de nifurtimox e beitzaol (MAYA, 2007)

Todos os radicais livres produzidos tém acao citogdpor interagirem com lipidios,
proteinas e DNA, levando ao dano de componentaguastis da célula, como as membranas
e 0 material genético. Ao que parecem, algunsosfeitiversos em mamiferos sao derivados
da toxicidade pelo excesso de radicais livres fdosaOutros intermediarios reativos nao
relacionados a radicais livres também podem sexdgsre causar danos similares as células.
O nifurtimox também pode servir como um substrati@@ triponotiona-redutase, a principal

enzima responsavel por reacdes de oxidorreducg@ootiozoario (BOUTEILLE, 2003).

Os efeitos adversos do nifurtimox (Figura 16) ept@wvavelmente relacionados com a
inespecificidade de sua acéo, ou seja, 0s mecasisrmkeculares responsaveis pela atividade

tripanocida atingem também a célula do hospeddimbora muitos efeitos sejam
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semelhantes aos do benzonidazol, eles aparecemmaoon intensidade (BRASIL, 2004).

Foram descritos mialgia e parestesia derivadas oléneprite periférica, distarbios

gastrintestinais, perda de peso, fraqueza, read@eshipersensibilidades entre outras
(RAETHER & HANEL, 2003).

/O
O. CH—N—N s<
] >/ 0
HaC

Figura 16 — Estrutura quimica do nifurtimox

O,N

4.6.2 Benzonidazol

Ao contrario do nifurtimox, o benzonidazol [N-(bér2-nitro-imidazolacetamida)]
(Figura 17)ndo estimula a producdo de ©H0, has mesmas condi¢cdes experimentais, mas
ainda assim, inibe o crescimento @ocruz in vitro, através da enzima NADH-fumarato
redutase o que indica que o efeito tripanocida elbnidazol ndo depende da producéao de
espécies reativas de oxigénio (TAVARES, 2006). é&estucomprovam que este farmaco
aumenta a fagocitose e lisalocruzi atravées de um mecanismo dependente de interferon-
gama (IFNy). Possivelmente, ocorre a geragaaitu de metabdlitos ativos nitrorreduzidos
do benzonidazol. O grupo nitro (MOpresente nestas moléculas é reduzido ao grupmoami
(NH,) pela acdo de enzimas nitroredutases, que atugaciBsamente em sistemas
moleculares R-N@(Figura 15). Este processo, iniciado pela reac&alisatla pela NADPH
citocromo P450 redutase, leva a formacdo de umrmeeidiario nitro (R-N@) com
subsequente formacgdo de hidroxilamina (R-NHOH)gidlo-oxidase e outras enzimas do
sistema citocromo P450, os quais sdo capazes digasecovalentemente a proteinas e
lipidios, tanto do parasito quanto do hospedeiidg) 2009).

1
CH, —CNH CH2©
N. NO;
L
N

Figura 17 — Estrutura quimica do benzonidazol
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Como consequéncia dos danos redutores nos teciolosospedeiro, o farmaco
apresenta efeitos adversos significativos, os qpadem, em alguns casos, levar a
necessidade de interrupcédo do tratamento. As destiap por hipersensibilidade sdo mais

freqUentes, aparecendo logo apods a primeira se(B&#sSIL, 2004).

A questéo da toxicidade dos nitroderivados podeesemmida a partir de informacéo
abundante na literatura cientifica. Os compostomaticos e heteroaromaticos que possuem
0 grupo nitro sao considerados poluidores do meinbiente pela comprovada
mutagenicidade e cancerigenicidade. Alguns dessespastos tém sido usados como
defensivos agricolas e outros tém sido amplamesadas como farmacos. As propriedades
mutagénicas e canerigenas sao liberadas pela &céitrdrredutases e transesterificases
durante a metabolizacdo da droga. As acfes metabdiodificam a estruturas quimicas
desses compostos, ativando-os, sendo a poténciaag@nica dos 2-nitroimidazolicos mais
fortes que a dos 5-nitrofuranos. Isso se explicgymo 2-nitro € mais susceptivel & reducao
pela enzima microssomal. Em adicdo, a reducao woognitro associa-se com alteracdo do
namero de elétrons nos ultimos orbitais, aumentas®lopotencial mutagénico; os radicais
instaveis produzem adutos que modificam a fasditdasdo DNA (TEIXEIRA, 2007).

Ambos os nitroderivados apresentam eficacia na &mgmla e cronica recente da
doenca, alcancando niveis de até 80% de cura sas de 8 a 10mg/kg/dia com nifurtimox e
de 5 a 7,5mg/kg/dia com benzonidazol, durante stss® noventa dias de terapia. No
entanto, na fase cronica, ambas as drogas alcasmaente de 10 a 20%, de acordo com as
areas geograficas (COURA & DE CASTRO, 2002; CANCAID02), o que, somando a
resisténcia natural observada em varios isoladogatasito, reforca a necessidade de
identificar novos compostos que possam vir a suipdtis (SOEIRO & DE CASTRO, 2009).

4.7 PERSPECTIVAS DE NOVOS FARMACOS

Nos ultimos anos o estudo da quimioterapia da doelrecChagas tem sido intenso,
porém as industrias farmacéuticas tém pouco irgereso desenvolvimento de
quimioterapicos contra esta doenca, por serem pgsgsamas caros, especulativos e longos,
nao sendo, assim, justificado em uma base purameoieercial (SOEIRO, 2009;
CARVALHEIRO, 2009).



54

Para o desenvolvimento de novas drogas é necessédaacoberta de uma estrutura
quimica lider (scaffold), com a atividade biolégidasejada, e o desenvolvimento dessa
estrutura em uma forma segura e terapeuticameetiaefCom o avanco da tecnologia €
possivel dispor de métodos mais especificos, tamoca triagem randbémica, triagem

direcionada e a descoberta racional, que posaibilé descoberta de um scaffold.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e seus caalooes definiram um perfil
para o desenvolvimento de novos medicamentos, rglei idois elementos fundamentais:
eficacia na administragdo por via oral na faseterd@nada e crénica da doenca e tratamento
completo realizado no periodo de 60 dias. Considiergiue os atuais regimes de tratamento
experimental para benzonidazol e nifurtimox sdolB0-dias (COURA & DE CASTRO,
2002). Varias instituicbes publicas e privadas vétrelando esforcos para descobrir e

desenvolver novos farmacos para a Doenca de Clibgasla 1).

Tabela 1 - Universidades, instituicdes e organigagfuie promovem investigacdes cientificas
para a quimioterapia da doenca de Chagas (Adap@aMCKERROW, 2009).

Esforcos Dirigidos a Descoberta e Desenvolvimento de Medicamentos para a
Doenca de Chagas

Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi)
Universidade Federal de Alagoas, Brasil

Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil

FIOCRUZ, Brasil

Instituto de Parasitologia e Biomedicina Lopez-Neyra, Espanha
Instituto Militar de Engenharia, Brasil

Instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chabén, Argentina
Instituto Venezuelano de Investigacdes Cientificas, Venezuela
Sandler Center, Mission Bay, Estados Unidos

Universidade Auténoma de Yucatan , Mexico

Universidade de Buenos Aires, Argentina

Universidade de la Republica, Uruguai

Universidade Nacional de Cordoba, Argentina

Universidade Nacional de Rosario, Argentina

Universidade do Chile, Chile

Universidade de Cincinnati, Estados Unidos

Universidade de Dundee, Reino Unido

Universidade de Sao Paulo, Brasil

Universidade de Washington, Estados Unidos

Organizacdo Mundial de Saude (WHO)
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A pesquisa cientifica tem identificado e caractat@ alvos especificos para o
desenvolvimento e a acdo de potenciais farmacestpdear a doenca de Chagas. Uma etapa
crucial do ciclo biologico desse protozoario nogemeiro vertebrado € sua entrada na célula
mamifera (SOEIRO, 2009; CARVALHEIRO, 2009).

A inibicdo de enzimas-chaves do catabolismo deaagd¢c da sintese de lipideos, da
digestdo de proteinas internalizadas do hospedetta via de salvacdo de purinas poderia

resultar em interrup¢éo do crescimento do pardSEOXEIRA, 2007).

4.7.1 Cruzipaina

A importancia da atividade da cruzipaina para toaie vida doT. cruzi tornou esta
enzima um dos alvos de drogas mais estudados restpa. A cruzipaina também conhecida
como GP57/51 ou cruzaina (Figura 18) € consideradadas proteinas mais abundantd.do
cruzi, apresenta ampla especificidade catalitica, umaguezhidrolisa varias proteinas néo
relacionadas. Essa caracteristica enzimatica, iagsoa localizacdo lisossdbmica relaciona a
cruzipaina ao processo de nutricdo do parasitoneds de hidrélise de proteinas e peptideos
(SCHARFSTEIN, 2000).

O tratamento de epimastigotas com inibidores déeinis-proteases (Tabela 2),
derivados da classe vinil sulfonas, resultou emmattis da cruzipaina ndo processada nos
compartimentos vesiculares provocando anormalidadesomplexo de Golgi e no reticulo
endoplasmatico. Consequentemente foi observadanteraupcdo no trafego de proteinas e
morte do parasito apés 48 horas de tratamento (TR 2003).
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Tabela 2: Principais inibidores de cruzaina (Adaptde DIAS, 2009).

Principais Classes de Inibidores de Cruzipaina

Derivados peptidicos"?
Derivados nao-peptidicos
(triazGis, pirimidinas, tiossemicarbazonas e chalgts)?*>®
Complexo de ruténio e ouro
(oxorénios e ciclometalados de ourd)”
Doadores de oxido nitrico

(nitrosotiois e nitrosilo complexos de ferro e rutgio)

1234567896 10 530 inibidores da enzima cruzipaina (figura 18)

Figura 18 - Estrutura cristalogréafica da cruzaiea.ctruz. e inibidores da enzima alvo de
diferentes classes quimicas (DIAS, 2009).
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4.7.2 Catepsina B

Sintetizada como uma pré-pré-enzima, a catepsin@ Bmna cisteino-protease de
30KDa expressa nas trés formas do parasita, lacainos lisossomos. Sua relevancia na
nutricdo do parasita pode ser sugerida pela hi&drale substrato ndo relacionados, tais como
BSA, colageno tipo I, gelatina, fibrinogénio e Igésnaturada. Além do seu envolvimento na
nutricio ou como consequUéncia deste, a catepsianthém esta relacionada com a
diferenciacdo do parasito. Isso foi observado peronda superexpressdo do seu gene em
epimastigotas, o que promoveu um incremento na daxeeplicacdo e metaciclogénese do
parasito. Tal processo parece dependente da acéatajssina B na renovacgdo de proteinas
celulares, que ocorre intensamente durante a rokt@énese ou, por contribuir para a
producdo de aminoacidos livres, fundamentais pametabolismo energético do parasito
(BASTOS, 2004).

4.7.3 Prolil oligopeptidase

Uma caracteristica essencial do ciclo de vidd.dwuzi em células hospedeiras é sua
habilidade de infectar e replicar-se no interiovégos tipos celulares. O sucesso da infecgéo
pelo parasito vai depender, em um primeiro mometdosua capacidade em migrar atraves
da matriz extracelular (ME), e assim ter acessaper$icie da célula hospedeira. Para que
iISso ocorra, 0 parasito dispde de proteases queliean proteinas, como colageno,
fibronectina e laminina. Uma das proteases caralidat esse processo € a propil
oligopeptidase dé&. cruzi (POP Tc80) que hidrolisa colagenos dos tiposM e fibronectina
em varios sitios de clivagem. Essa atividade colalgfenca foi demonstradan situ sobre
mesentério de rato, tecido rico em colageno do tjpé comparavel a colagenase de
Clostridium, bactéria altamente invasiva (BASTOS, 2004).

O envolvimento da POP Tc80 no processo de infedgdmarasito foi esclarecido pelo
uso de inibidores seletivos, uma vez que a taxailgdo da POP humana € sessenta vezes
menor que a da POP Tc80. Essas moléculas inibenyjtro, a entrada de formas
tripomastigotas em diferentes tipos de célulasfagociticas, com 165 variando entre 10 a
20 uM. E importante citar que esse bloqueio da invasdo foi resultado de um efeito
citotoxico desses inibidores, visto que sob asglosiizadas no estudo ndo houve alteracéo

na mobilidade do parasito ou na proliferacdo ddsllag hospedeiras. Tampouco foi
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decorrente da inibicdo da ancoragem do parasiteralbrana celular. O bloqueio da entrada
do tripomastigota na célula foi um processo ativediado por transducdo de sinais, que
resulta no recrutamento e na fuséo de lisossomaglda hospedeira no sitio de ligacdo do
parasito (GRELLIER, 2001).

4.7.4 Oligopeptidase B

Além do envolvimento de proteinas de superficieoéénulas sinalizadoras classicas,
como o sistema de quinases-fosfatases, o parasiidedde outra protease chave para garantir
sua entrada na célula mamifera, a oligopeptidaséOpB) (BURLEIGH, 1995). Sua
participacdo na invasao celular ocorre por meiogdeacdo de um agonista que ativa
fosolipases C da célula hospedeira resultando maaftio de inositol trifosfato (4 e,
consequentemente, na liberacdo d&" Qatracelular (RODRIGUEZ, 1995). Ainda n&o é
possivel afirmar se a producéo do agonista ocori@toplasma ou no meio extracelular pela
OpB secretada. No entanto, a liberacéo ofg, @asulta em modificacdo do citoesqueleto, que
promove recrutamento e fusdo de lisossomos daacBhgpedeira no local de ligacdo do
parasito, facilitando sua entrada. Ao contrariorigtos patdgenos intracelulares que evitam
a fusdo com os lisossomos;Tocruzi depende de presenca dessa organela para sobreviver
uma vez que seu ambiente acidico ativa processimdofiicos essenciais que resultam na

diferenciacéo de tripomastigotas em amastigotasSfYIDA, 2009).
4.7.5 Aminopeptidases

Essas exopeptidases estdo envolvidas em diversgéelu celulares, tais como a
maturacao e a renovacao protéicas, a hidroliseepdeos reguladores hormonais ou nao, a
modulacdo da expressao génica (GAVIGAN, 2001). Boperagcdo com endopeptidases, as
aminopeptidases hidrolisam proteinas e peptideos a@minoacidos livres. Essas
metaloproteases vém sendo consideradas alvos anpestpara a producao de farmacos por
causa da relevancia no ciclo de vida de diversédgpaos, cocmd’lasmoduim spp., T.
brucel e Leishmania spp (MORTY, 2002) Além disso, as aminopeptidases participam da
clivagem de peptideos produzidos pelo proteoss@reagapresentacdo de antigenos classe |
induzida pelo IFNy (GARDINER, 2006).
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4.7.6 Inibidores da Biossintese de Esterdis

Os inibidores da biossintese de esterois (IBE)aaw@b considerados as principais
promessas no campo dos quimioterapicos contra acdode Chagas. Os lipideos séo
moléculas essenciais para a viabilidade dos ongesisima vez que desempenham diversos
papéis bioldégicos, como cofatores enziméaticos, spartadores de elétrons, ancoras
hidrofébicas, horménios, mensageiros intracelulaatsm de serem grande fonte de energia
(URBINA, 2002). O principal esterol db cruz € o ergosterol, essencial para a viabilidade e
a proliferacdo do parasito, j& que esses patdéged@osutilizam o colesterol presente em
abundancia na célula hospedeira. J& nos mamifenms domo em outros animais 0 seu
correspondente € o colesterol. Essa diferenca igtatentre o parasito e o hospedeiro vem
despertando a atencao de grupos de pesquisas quaetoprego de inibidores da biossintese
do ergosterol (Figura 19) na quimioterapia da daede Chagas (URBINA, 2009).
Atualmente, as enzimas mais bem estudadas darieseside ergosterol sdo a esterol 14-
demetilase, lanoesterol sintase, esqualeno ep@xidassqualeno sintase, esterol

metiltransferase, farnesilpirofosfato sintase aradsiltransferase (Figura 19).
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Figura 19 - Biossintese do ergosterol e coles{@dahptado de DE SOUZA, 2009)

Em particular, a biossintese do ergosterol foi qeamente validadan vitro. No
entanto, varios estudos tém demonstrado que IBlpouligeis comercialmente, como
itraconazol (Figura 20) e cetoconazol (Figura 2dfjcazes no tratamento de doencas
micoéticas, ndo foram eficientes o bastante parmmimdir o parasito tanto em modelos
experimentais como em humanos (URBINA & DOCAMPO 200
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Figura 20 - Estrutura quimica do itraconazol (URBI& DOCAMPO 2003)

Por outro lado o cetoconazol quando complexado redémio, cobre, ouro e platina,
apresenta um aumento significativo da atividadeipeoitferativa contra a forma
epimastigotas dd. cruzi, com inibicdo em torno de 1 pM. Isso provavelmertderre pela
ligacdo tipica entre o cloro e &agua, ativando osypexos por modificacdo covalente
(MOREIRA, 2009).

OOy O
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Figura 21 - Estrutura quimica do cetoconazol (MOR412009).

No entanto, novas moléculas derivadas triazéis,egemplo, D0870 e posaconazol,
gue sdo inibidores potentes e seletivos de fungotezoatios dependentes de citocromo
P450, estdo sendo desenvolvidas, apresentanddadesulpromissores por induzir a cura
parasitologica em modelos murinos, tanto na fasdaguanto crénica da doenca de Chagas
(HANKINS, 2005). Os inibidores D0870 (Figura 22pesaconazol (Figura 23) sdo capazes
também de erradicar formas de cruzi resistentes a nitrofurano e nitoimidazélicos de
camundongos infectados, mesmo quando estes sa@ssuprimidos. Esses inibidores tém

alvos a esterol C4 demetilase e apresentam propriedades farmacmeisétantajosas,
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como meias-vidas variando de 25 a 120 horas e sxteslume de distribuicdo nos tecidos
(URBINA, 2009).
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Figura 22: Estrutura quimica do D0870 (URBINA, 2pD09

Me
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Figura 23: Estrutura quimica do posaconazol (URBIR@09)

4.7.7 Poliaminas e Via de salvagao de purinas

As poliaminas sdo moléculas positivamente carregagae desempenham funcdo
crucial nos processos de divisdo e diferenciacAdaceatuam como cofatores para a sintese
de macromoléculas e como estabilizadores confoonais de acidos nucléicos. Em razéo de
suas importantes funcdes, a via de sintese denpoha (Figura 24) é um continuo objeto de
estudo em tumores e parasitos visando ao desemasito de novos medicamentos. A
principal diferenca no metabolismo das poliaminasectripanossomatideos e mamiferos esta

na meia-vida das enzimas, ornitina descarboxilase-aglenosilmetionina descarboxilase,
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sendo o periodo de meia-vida curto no mamiferangdaos tripanossomatideos (BACCHI,
2001).

Outro fator a ser considerado é que a sintesel@emnioas esta intimamente associada
a via de salvacdo de purinas (Figura 24), que tonsutro alvo potencial para a agéo de
farmacos. Uma enzima que esta envolvida na vialdagio de purinas é a metiltioadenosina
fosforilase (MTAF). Essa proteina cliva a metilaoienosina (MTA), subproduto da sintese
de poliaminas, em metiltioribose-1-fosfato (MTR-1dRdenina, sendo a ultima disponivel
para a célula. Além disso, o fato de a enzima da@snifieros apresentar uma alta
especificidade pela (MTA), ndo clivando seu anédogeermite maior seletividade contra os
tripanossomos (BERRIMAN, 2005).

Por causa da sobreposi¢cdo das vias de sintesdia@®ipas e da via de salvacdo das
purinas, a inibicAo da primeira causaria também lagugio da sintese de MTA e,
subsequentemente, aumentaria a utilizacao e adadi de substratos subversivos da MTAF.
Logo, a combinacdo de ambas as estratégias pabenieetar um efeito sinérgico contra os
parasitos (EL KOUMI, 2003).

4.7.8 Balanco redutor/oxidativo

A tripanotiona é a poliamina responsavel pela géxdedos parasitos dos géneros
Trypanosoma e Leishmania contra radicais livres e pela manutencdo de artdsen
intracelulares reduzidos. A via de reducao da iopiana oxidada (Figura 24) para a forma
reduzida € mediada pela tripanotiona redutase (CB)sidera-se essa via um alvo promissor
para o desenvolvimento de farmacos em decorréecsa@ auséncia em ceélulas de mamiferos
(AGUIERRE, 2004).

A TR deT. cruz tem sua estrutura tridimensional identificadaue gossibilita uma
analise virtual do potencial inibitorio dos commsstcomercialmente disponivel. Essa
abordagem resultou na identificagdo da cloro-hagidtomo eficiente inibidor da enzima

desse organismo (BI, 2006).
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Figura 24 - As vias de sintese de poliaminas donigalaxi-redutor e de salvacdo de

purinas sao integradas e interdependentds awz (Adaptado de TEIXEIRA, 2007).
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4.7.9 Metabolismo de agucares

Os cinetoplastideos. cruz, T. brucei e Leishmania spp sao altamente dependente da
via glicolitica para suprir sua necessidade de gimeAs enzimas gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), hexoquinase (HK), fosfofjutoase (PFK), fosfoglicose
isomerase (PGI), frutose difosfato aldose (ALDOigegolquinase (GK), trifosfato isomerase
(TM), dlicerol-3-fosfato desidrogenase (GDH), 3ftmgicerato quinase (PGK), que
compdem a glicdlise e a via pentose fosfato loaalise em uma organela chamada
glicossoma. Essa compartimentalizacdo ndo é oldsereen mamifero, o que resulta em
regulacéo diferenciada do fluxo de substratos elytos. A via pentose fosfato emprega
acucares como substrato para sintetizar D-ribo®esfato, o qual é importante para sintese de
DNA e NADPH, uma molécula essencial na defesa aogstresse oxidativo (CORDEIRO,
2004; DIAS, 2009).

As enzimas dessas duas importantes vias metabaeasnetoplastideos possuem
propriedades cinéticas e estruturais que as difedasm enzimas correspondentes nos
mamiferos. Esse cenario faz do glicossomo um aklmiqterapéutico potencial. A auséncia
de atividade de enzimas localizadas no glicossoenaria esses parasitos a escassez de
energia e ao descontrole do balanco oxido-red&Recentemente, a resolugcdo da estrutura
tridimensional da glucose-6-fosfato isomerase (GlEl).. mexicana, uma enzima que liga a
glicolise a via pentose fosfato, revelou propriegadioleculares Unicas, que poderiam ser
exploradas visando ao desenvolvimento de inibid@@&RDEIRO, 2004).

A GAPDH €& uma enzima tetramérica que catalisa aversdo do substrato
gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerat@ presenca do cofator NADe fosfato
inorganico (Figura 25). A hexoquinase cliva ademastrifosfato (ATP) em adenosina
difosfato (ADP), enquanto que a fosfofrutoquinaatlisa a transferéncia irreversivel de um
fosfato de ATP a frutose-6-fosfato (DIAS, 2009).
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Figura 25 - Reacdo de conversdo de gliceraldeisfato em 1,3-bisfosfoglicerato,

catalisada pela enzima GAPDH.

Diversos inibidores de origem natural e sintétm@n boa diversidade quimica, tém
sido descobertos para bloguear a acdo da enzim®BABntre eles, merece destaque as
cumarinas (A), flavonoides (B) e acidos anacardi€sde origem natural (Figura 26); os
compostos sintéticos derivados de planejamentomakicomo os nucleosideos; os reativos
intermediarios de nitrogénio (6xido nitrico, nitilo& peroxinirito); e complexos doadores de
NO (DIAS, 2009).
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Figura 26 - inibidores de origem natural da enz@#d&DH. (A) cumarina; (B) flavonoides;
(C) acido anacardicos (DIAS, 2009)
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Outro ponto interessante no catabolismo de gliéosguele catalisado pela enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (FPC) que convestersivelmente a descarboxilacdo e a
fosforilacdo reversivel de oxalacetato produzindsfdenolpiruvato. Esse parece ser um
importante mecanismo de ligacdo do metabolismolidasg ao de aminoacidos. A inibicdo
dessa enzima poderia resultar em perda da fleddlié dos cinetoplastideos em utilizarem

acucares e aminoacidos como fonte de energia (TRAF2901).

4.7.10 Transferéncia de acido sialico

Os &cidos sialicos presentes em glicoproteinasceligideos estdo envolvidos em
funcdes bioldgicas como nos processos de reconbrtoneelular; na meia vida de células e
proteinas plasmaticas; na modulacdo do sistemaeinampoptose. Os acidos sialicos sao
ligantes para moléculas de adesdo como selectinagloadesinas, mediando adeséo celular
ou transducdo de sinais, podendo ainda ter um papg®rtante na interacado parasito-
hospedeiro (FATIMA, 2005; FIOCRUZ, 2007).

O T. cruz, apresenta uma enzima regulatéria de superfi@aprdinada trans-
sialidase (TS), envolvida nas interacdes entrela@a hospedeiro e parasita. TOcruz é
incapaz de sintetizar acido sidlico e, atravésrdastsialidase, o parasita torna-se apto a
transferi-lo de glicoconjugados do hospedeiro erpmra-lo a moléculas de mucina ligadas a
membrana parasitaria através de ancora de gliositidilinositol (GPI) (Figura 27). A
enzima trans-sialidase € especifica em catalisafengncialmente, a transferéncia de &cido
sidlico, originando ligacdes-2,3 com unidades d@-galactose aceptoras de moléculas de

mucina na superficie do parasita (CAMPO, 2008).
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Figura 27 - Transferéncia de acido sialico do hdspe para o parasito pela acdo da enzima
trans-sialidase (CAMPO, 2008).

4.7.11 DNA topoisomerase

As enzimas DNA topoisomerase | e |l atuam diretaman processo de replicacdo do
parasito, mas especificamente na cadeia de miniocfrce maxicirculos do DNA do
Kinetoplasto (kDNA). Devido a importancia da DNAptmsomerase, 0 desenvolvimento de
inibidores é alvo de intensa pesquisa para o @amjto de novos quimioterapicos. Entre os
inibidores podemos descartar alguns farmacos amiasicos disponiveis comercialmente,
tais como os inibidores da topoisomerase |, iricemie® e topotecana; e os inibidores da
topoisomerase Il, etoposida e teniposida (Figuja R®&ersos estudos tém demonstrado que
as acridinas atuam como boas candidatas a inilsid®®o ocorre porque elas ligam-se ao

DNA devido a sua capacidade de intercalacdo (D2A89).
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Figura 28 - Inibidores de DNA topoisomerase (Addptde DIAS, 2009; MOREIRA, 2009)
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4.8IMIDAZOLIDINAS

As imidazolidina-2,4-diona foram descobertas poyedBaem 1861, durante pesquisas
realizadas com as reacdes do acido urico e comdspao 2,4-dicetotetra-hidro-imidazol,
embora seja também denominada hidantoinas. A loisen® obtida por hidrogenacdo da
alantoina, dai a origem do seu nome. Urech em &Bi&izou o derivado 5-metilhidantoina
a partir de sulfato de alanina e cianeto de patdfsgura 29), esta reacdo é conhecida como a
sintese de Urech (OLIVEIRA, 2008).

R

R
R 0
HO 0
W/K NI, . )L \ -
+ KOCN | ITT NH;

O 0O H HN{\O

Figura 29 - Obtencéo da hidantoina

A primeira formula estrutural da hindantoina fogsrtda por Kolbe, em 1870, tendo
sido modificada por Strecker, que neste mesmo @napos uma nova formula que é aceita
até hoje. A partir dessa época, o sistema analantdinico tem sido intensamente estudado
tanto no aspecto quimico quanto bioldgico. Os dedg hidantoinicos destacam-se por
apresentarem acéo biologica diversificada, entas, ekntimicrobiana, anticonvulsivante e
antiparasitaria (OLIVEIRA, 2008).

As imidazolidinas sédo heterociclos pentagonaismémlas por dois atomos de
hidrogénio e dois grupamentos carboxilico na posigde 4 do anel (Figura 30). Por
apresentar um grupo metil reativo na posicdo 5 ilpiss assim inUmeras sinteses de

derivados a partir da condensacédo com aldeidosaéicms (WARE, 1950).
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Figura 30 - Formula estrutural dadazolidina
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Diretamente associada a estrutura da imidazoligditationa, temos a 2-tioxo-
imidazolidina-4-ona (Figura 31), sintetizada petangira vez em 1890 (KLASON, 1890;
Apud: EDWARD, 1966). Esta molécula pode ser consideradano bioisostero da
imidazolidina-2,4-diona apresentando a mesma ldatte quimica e atividade biologica
comparavel. Em 1950, em seu artigo de revisdo,eWdrservou que 0S compostos
tiocarbonilados e seus derivados eram mais faaeised sintetizados e isolados que o0s
compostos carbonilados. Por sua vez, a reatividadecompostos tiocarbonilados era maior
que os derivados com oxigénio. Em estudo similan eotio-hidantoinas, Edward em 1966
evidenciou as mudancas produzidas pela substitdigéxigénio por enxofre, principalmente
sobre o aumento da polarizagao do grupo tiocathWIARE, 1950; EDWARD, 1966).
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Figura 31 - Formula estrutural da 2-tioxo-imidadwia-4-ona

Algumas reacdes das imidazolidinas-2,4-diona e 2¥iexo-imidazolidinas-4-ona
podem ser explicadas pela existéncia das formésnéuicas destas moléculas. Ware (1950)

sugeriu sete diferentes formulas (Figura 32) taetoras ceto-enolica e amido-imidélica.
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Figura 32 — Formas tautoméricas da imidazolididagiyna
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As imidazolidinas-2,4-dionas sao consideradas 4&ciffacos onde a principal
contribuicdo & acidez € devido ao grupamento NHasécdo 3, que € influenciada pelos dois

grupamentos carboxilicos (eletro-atrator) adjace(@IVEIRA, 2008).

Todos esses efeitos sdo igualmente observados-t@sZmidazolidinas. Uma vez
que o grupamento tiocarbonilico € mais eletro-atrgue o grupamento carbonilico, a 2-
tioxo-imidazolidin-4-ona (pka 8,5) € um acido ligenente mais forte que a imidazolidina-
2,4-diona (pka 9,12) (LOPES & TRIGO, 1985).



Materiais e Métodos
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Parte Quimica

Sintese dos Derivados Imidazolidinicos (LPSF/NN)

Para a sintese e a comprovacédo estrutural dos rmovagostos da série LPSF/NN,

foram utilizados reagentes especificos (Merck adrigh) e solventes (Vetec ou Quimis):

= 2-tioxo-imidazolidin-4-ona, cloreto de 4-cloro-bénzcloreto de 4-cloro-fenacil,
cloreto de 4-fenil-febacil, brometo de 4-bromobenzlbreto de 2,4-diclorobenzil,
brometo de 4-nitrobenzil, 4-nitrobenzaldeido, 4gnebenzaldeido,
indolcarboxaldeido, 2-metoxi-5-bromobenzaldeidodimetilaminobenzaldeido, 3-
florbenzaldeido, 3,4-diclorobenzaldeido, 3-bronmzladdeido, acetato de etila, n-

hexano, etanol absoluto, piperidina e tolueno.

Os equipamentos utilizados foram:

» Espectrofotdbmetro de infravermelho (Modelo IFS &d)IR Bruker (pastilha de KBr),
espectrofotdmetro de ressonancia magnética nudeahidrogénio (Modelo Plus,
300MH;z varian), aparelho de ponto de fusdo Quimis (Mo@déla27), equipamento do

massa.

De acordo com a figura 33 os derivados 5-benzibe2itioxo-imidazolidin-4-onas
(LPSF/NN) foram obtidos em trés etapas. Inicialreefdi realizada de acordo com a
metodologia desenvolvida por Cope e colaboradod®37, 1941), através de uma
condensacéao do tipo Knovenagel entre o benzaldeiolstituido e o cianoacetato de etila, em
uma solucdo em benzeno anidro tendo como catatisadmiperidina. A segunda etapa
ocorreu através de uma reacao de adicdo nucleofifdVichael, onde se utilizou a 2-tioxo-
imidazolidin-4-ona com os derivados 2-ciano-3-fafilatos de etila, a piperidina como
catalisador e o etanol como solvente. Na Ultimpagtacorreu a reacdo de N-alquilacdo da 5-
benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN) eureagiu com haletos de alquila
substituidos, em solu¢des alcalinas conduzindo a dompostos finais 3-benzil-5-
benzilideno-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN).
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A figura 33 abaixo representa o diagrama de sintese dos desivadidazolidinicos
(LPSF/NN).
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LPSF/NN-20A R= 4NO, R,= 4Cl
LPSF/NN-25 R= 40CH, R,= 4Cl
LPSF/NN-30 R,= 3indol R= 4Cl
LPSF/NN-52 R,= 3indol R= 4Br
LPSF/NN-89 R,= 20CH;, 5Br R= 4Cl
LPSF/NN-100 R1= 3indol R 4ANG,

LPSF/NN-211 R;= 4N(CH), R;= 4Br
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Preparacdo das 2-tioxo-imidazolidin-4-onas substifdas (LPSF/NN)

Uma mistura equimolar (4,3 mMol) de 2-tioxo-imidadim-4-ona (0,5g) e de 2-ciano-
3-fenil-acrilate de etila foi disssolvida em 15 dd etanol absoluto, na presenca de 10 gotas
de piperidina (catalisador) e aqueceu-se a umaaetya de 60-80°C durante 2-6 horas. A
reacdo foi acompanhada através de cromatografieaemda delgada (CCD). O precipitado

obtido apods resfriamento foi lavado com agua il

Em uma segunda etapa, 0,40mMol dos derivados5iaamns-2-tioxo-imidazolidin-
4-onas obtidos foram colocados em balédo de fundondo juntamente com 0,48mMol de
carbonato de potassio e 5ml de metanol seco. Aurai$bi agitada a temperatura ambiente
durante 1 hora. Em seguida adicionou-se 0,44mMohaletos de benzila substituidos. A
agitacdo foi mantida por 12-20 horas. Os produtonaid precipitados foram filtrados e

lavados com uma mistura de agua/metanol 9:1.

Imidazolidinas Candidatas a Quimioterapia da Doencae Chagas

As imidazdlidinas e seus derivados sdo componeatigges para o desenvolvimento
de compostos bioativos para o tratamento da danghagas. De acordo com dados obtidos
na literatura podemos comprovar os inumeros estddagntese de novos derivados a partir

da imidazolidina.
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3-(4-clorobenzil)-5-(4-nitrobenzilideno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-20A)

0
\_x /CH2@ Cl
HC¢4>N)§S
ON |
H

Formula Molecular: &H1,03N3CIS; Massa Molecular: 375,5g/mol; Ponto de Fusd4°e;

Rendimento: 31%; Razdo de Frente e Sistema: f88x/AcOEt 7:3;'H RMN (DMSO,
300MHz)$: 4,61 (s, 2H, Ch); 6,85 (s, 1H, CH); 12,08 (s, 1H, NH); 7,42 (d,,2H= 8,39Hz);
7,56(d, 2H, J = 8,39Hz); 8,29(d, 2H, J = 8,99Hz%38d, 2H, J = 8,99 Hz); IR (KBr, cm:

3299 (NH), 1742 (C=0), 1509 (C=C), 1688 (C=S); M8z = 373 (M), 374 (M+H), 374

(M+H+2)", 249, 125, 99, 89.

3-(4-clorofenacil)-5-(4-metoxibenzilideno)-2-tioxoidazolidin-4-ona (LPSF/NN-25)

0
0 |
HC/()XS
)
H

Formula Molecular: @H1503N,CIS; Massa Molecular: 386,5g/mol; Ponto de Fus&R-1
185°C; Rendimento: 98%; Razdo de Frente e Sist@b& n-Hex/AcOEt 6:4;'H RMN
(DMSO, 300MHz)3: 3,74 (s, 3H, OCH); 4,90 (s, 2H, Ch); 6,60 (s, 1H, CH); 6,53 (d, 2H, J
= 8,39 Hz); 7,72-7,75 (m, 4H); 8,17(d, 2H, J = 8t69.




78

5-(indol-3-ilmetileno)-3-(4-clorofenacil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-30)
@)
0 I
\ CHzC@ Cl
\ b
N

\
H

Formula Molecular: gH140,N3CIS; Massa Molecular: 395,5g/mol; Ponto de Fus&y- 2
239°C; Rendimento: 70%; Razdo de Frente e Sist@p& Benz/AcOEt 1:1'H RMN
(DMSO, 300MHz)8: 11,76 (s, 1H, N-H); 11,56 (s, 1H, N-H); 5,01 28], CH,); 7,07 (s, 1H,
CH); 8,12 (d, 2H, J = 8,39 Hz); 7,66 (d, 2H, J 3®BHz); 8,07 (d, 1H, J = 7,79 Hz); 8,10 (m,
1H); 7,40 (d, 1H, J = 7,79 Hz); 7,13 (t, 1H, J =%H&); 6,92 (t, 1H, J = 7,79 Hz); IR (KB,
cm 1): 3336 (NH), 3096 (NH), 1708 (C=0), 1688 (C=0)905C=C), 1664 (C=S); MS, m/z
=395 (M), 397 (M+H+2J, 363, 256, 139, 111, 96, 64.

3-(4-bromobenzil)-5-(indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-52)

e

/Hc¢()\s

Cra )
N

\
H

Formula Molecular: ¢H140N3SBr; Massa Molecular: 411,9g/mol; Ponto de Fuséad:-2
219°C; Rendimento: 89%; Razé&o de Frente e Siste/ma.CHCIl,/MeOH 9,5:0,5.



79

3-(4-clorofenacil)-5-(2-metoxi-5-bromo-benzilideno)-zZioxo-imidazolidin-4-ona
(LPSF/NN-89)

7

0
N\
g L
HC= N)ks

\
H

Br

Formula Molecular: @H1403N,CISBr; Massa Molecular: 465,4g/mol; Ponto de Fud®®-
192°C; Rendimento: 59%; Razdo de Frente e Sistérd&: n-Hex/AcOEt 6:4;'H RMN
(DMSO, 300MHz)3: 3,53 (s, 3H, OCBH); 5,03 (s, 2H, Ch); 6,91 (s, 1H, CH); 6,97 (d, 2H, J
= 8,96Hz); 8,48 (d, 2H, J = 8,83Hz); 7,41 (dd, IH; 8,83Hz e J = 2,71 Hz) 7,62 (d, 1H, J =
8,49Hz) 8,58 (d, 1H, J = 2,71Hz); IR (KBr, ch 3060 (NH), 1720 (C=0), 1680 (C=0),
1503 (C=C), 1629 (C=S); MS, m/z = 464 (467 (M+H), 468 (M+H+2J, 435, 138, 74.

5-(indol-3-ilmetileno)-3-(4-nitrobenzil)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (/LPSF/NN-100)

N N/CHQONOQ
/Hc%q)ks
|
Oyl
Y
H

Formula Molecular: @H1403N4S; Massa Molecular: 378g/mol; Ponto de Fusédo: ZABQ;
Rendimento: 67,97%; Razdo de Frente e SistemancgBix/AcOEt 1:1.
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3-(4-bromobenzil)-5-(4-dimetilaminobenzilideno)-2-tiox-imidazolidin-4-ona (LPSF/NN-

211)
0
\n /CHZOBr
LN _HC N)§S
/N |
HsC H

Formula Molecular: gH1s0ON3SBr; Massa Molecular: 415,9g/mol; Ponto de Fus&f)- 2
222°C; Rendimento: 78%; Razdo de Frente e Sistérba:n-Hex/AcOEt 7:3;'"H RMN
(DMSO, 300MHz)s: 3,0 (s, 6H, CH); 4,50 (s, 2H, ChH); 6,66 (s, 1H, CH); 11,59 (s, 1H,
NH); 6,75 (d, 2H, J = 8,7Hz); 7,43 (d, 2H, J = 82H/,51 (d, 2H, J = 8,4Hz); 8,01 (d, 2H, J
= 8,7Hz); IR (KBr, cm?): 3125 (NH), 1697 (C=0), 1503 (C=C), 1586 (C=S)SMn/z 415
(M+), 416 (M+H)+, 417 (M+H+2)+, 246, 187, 159.
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5.2 Parte Bioldgica

Animais

Camundongos machos BALB/c (6 a 8 semanas de idacda) criados no biotério da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil) etith@s no Biotério do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo €muzRecife, Brasil. Todos os
camundongos foram sacrificados e tratadas de acmnoa Fundacdo Oswaldo Cruz, da
Comissdo de Experiéncias com Animais de Laborat@kinistério da Saude, Brasil,
0266/05).

Obtencao de células esplénicas

Células esplénicas foram obtidas de acordo comrRereolaboradores (2004). Apos
sacrificio do animal em camera de £® baco de cada camundongo foi removido em
condicOes assépticas e colocado em tubo Falcoermmimeio RPMI 1640 incompleto. No
fluxo vertical, cada baco foi transferido para plade Petri onde foram macerados. As
suspensodes celulares obtidas foram transferidastypaos Falcon contendo aproximadamente
10 mL de meio incompleto por baco, centrifugadd8@ 200 x g durante 5 minutos. Apos
descarte do sobrenadante, ao sedimento adiciosaksgho de lise, para promover lise das
hemacias. O sobrenadante, sem conter os debriareslufoi coletado e centrifugado a 4°C,
200 x g durante 5 minutos. O sedimento (contendoéadas) foi ressuspendido em meio
RPMI 1640 completo. Uma aliquota de cada suspeoshiutar foi separada. Em seguida,
diluida em azul de trypan para ser quantificada@mara de Neubauer, assim como verificar

a viabilidade celular.

Avaliacdo da Atividade Toxica dos Compostos em Cdas de Camundongos Isogénicos

Células esplénicas (6 x &lulas/poco), obtidas de acordo com item antefiam
cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plamderdo meio de cultura completo. Para o
ensaio de citotoxicidade, as células foram incub@dan os compostos em seis concentracdes
(100, 50, 25, 10, 5 e ag/ml) e de timidina tritiada (uCi/poco) durante 24 h em estufa de
CO, (5%) a 37°C. Para o controle foram utilizadas eélutatadas com saponina (0,05%),
células tratadas com DMSO (1%), e sem tratamepdostcom timidina tritiada (1Ci/poco).
Cada composto foi testado em duplicata. ApGs 2@ imclibacédo, as células foram coletadas

em papel de fibra de vidro e, posteriormente, aacap de timidina tritiada foi determinada
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através do contador beta de cintilacddmatrix 9600, Packard). O percentual de
citotoxicidade foi determinado comparando-se ageegem de incorporacdo de timidina
tritiada (PH]TAR) nos pocos com as drogas em relacdo aos pogostratados. As

concentracdes atoxicas foram definidas como aquplascausaram uma reducdo de 3H-

timidina abaixo de 30% em relacdo aos controlegnadados.

Avaliacdo da Atividade dos Compostos contrdrypanosoma cruzi

Para determinar o efeito anti-proliferativo ou aolf; para formas epimastigotas te
cruz (cepa Y), foram cultivados a 26°C em meio LIT (kigfusion Tryptose) suplementado
com 10% de SBF (Soro fetal bovino), 1% hemina. @sgitos (1&ml) foram crescidos em
culturas axénicas, na fase log de crescimento. Fatarminar o Ig, culturas de
epimastigotas, na presenca de diferentes concéagalps compostos foram avaliadas apos
11 dias. Formas tripomastigotas @decruzi (Cepa Y) foram obtidas de sobrenadantes de
cultura de linhagem de células Vero a 37 °C e ealas em placas de 96 pocos (4 X &0n
meio RPMI 1640 completo. Apos 24 h e 11 dias, passiaveis foram contados em camera
de neubauer. A porcentagem de inibicdo foi cale@ukd relacdo as culturas néo tratadas. O
calculo da IGyy foi determinada por meio de uma regresséo lingaples utilizando o

software Prisma 4 Graphpad.
Dosagem das Citocinas Secretadas nos Sobrenadarde<Cultura

A dosagem das citocinas IFNe IL-10 nos sobrenadantes de cultura, foi readizad
através do ELISA de captura, utilizando-se o KittEdp, (BD Biosciences), seguindo
orientagcbes do fabricante. Placas de ELISA (Costaf-area plate-96 pocos) foram
sensibilizadas com 25ul dos anticorpos anti-citairespecificos (de acordo com o
fabricante), diluidos em tampéao carbonato-bicartwophl 9,6 e incubadas por 18h a 4°C. As
placas foram lavadas trés vezes com 300ml/pocd&epP 7,2-Tween-20 0,05% (PBS-Tw),
e incubadas com a solucédo bloqueadora contenddetatdovino (PBS pH 7,2 + 10% SFB)
por 1h, a temperatura ambiente (TA). Posteriormeageplacas foram lavadas 3 vezes com
PBS-Tw. Os padrbes das citocinas foram diluidomd@mente (fator 2) em PBS pH 7,2 +
10% SFB a partir da concentracao inicial recomeagsado fabricante. Em seguida, 25ul da
amostra e dos padrdoes foram adicionados em duplea placa incubada por 2h a TA.
Quando necessario, as amostras eram diluidas enpRBR + 10% SFB. Apds o tempo de
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incubagéo, as placas foram lavadas 6 vezes comI®B&25ml dos anticorpos biotinilados
especificos (de acordo com o fabricante), diluidos PBS pH 7,2 + 10% SFB foram
adicionados por 1h30min, a TA. Apos nove lavagaema €BS-Tw, foram adicionados 100
ml da solucéo reveladora contendo ABTS - 2,2-ad@dsulfato(6)de 3-etil benzitiazolina]
(KPL). A reacéo foi bloqueada com 25ml de aciddisido 1 M e a leitura realizada no
espectrofotdmetro (Bio-Rad 3550) a 415 nm. As comegdes das amostras foram calculadas
na regido linear da curva de titulacdo dos paddéesitocinas e as concentragdes finais
expressas em pg/ml, utilizando o software Micrapl&anager, versdo 4.0 (Bio-Rad

laboratories).

Dosagem de Oxido Nitrico

Para a dosagem do Oxido nitrico, foi utilizada @& colorimétrica de Griess, que
consiste na deteccao de nitrito (N resultante da oxidagdo do NO nos sobrenadalges
cultura previamente coletados. Adicionou-se a utaeapde ELISA de 96 pocos (Costar half-
area plate) 25ul do sobrenadante de cultura enmicdtgl(diluido em RPMI suplementado
com SBF 2%, quando necessario), seguido do mesinmegado reagente de Griess. Este é
composto de sulfanilamida 1% diluida emPy, 2,5% (solucdo A) e de N-1-naphtyl-
ethtylenodiamina, também diluido em solucdo dd*® a 2,5% (solugdo B). Para a
confeccdo de uma curva-padréo, uma solucdo déonikei sédio na concentracao inicial de
200uM passou por diluicbes seriadas (fator 2) emlIRBplementado com 2% de SFB. Apos
incubagdo de 10 minutos ao abrigo da luz, a leihoaespectrofotometro foi realizada a
490nm. A absorbancia das diferentes amostras fmipacada com a curva-padréo, e 0s
resultados obtidos expressos como a meédia da dtglie erro padrdo, utilizando-se o

software Microplate Manager 4.0 (BioRad).

Microscopia Eletronica de Transmissao

As amostras foram lavadas duas vezes em PBS @$au duas horas numa solucéao
contendo glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilateddiéo a 0,1M, pH 7.2. Lavados trés
vezes em tampdo cacodilato 0,1M e pods-fixados,nteinama hora, numa solugdo contendo
1% de tetroxido de désmio, 2mM CaGt 0,8% de ferricianeto de potassio em tampao
cacodilato 0,1M, pH 7.2. Foram lavados no mesmop&mn contrastados em bloco com

acetato de uranila a 2% e desidratados em acd®arafinalizar o processamento as amostras
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foram infiltradas e emblocadas em resina Epon &ignfa Company, St Louis, MOA
polimerizacao foi feita a 60 °C por 3 dias e cottksafinos foram coletados em grades de niquel
300-mesh, contra-corados com 5% de acetato delaimmitrato de chumbo, e analisados com

um microscopio eletronico de transmissédo, Morg&iiF68d.
Analise da viabilidade celular

Esplendcitos de camundongos BALB/c {t@lulas) foram centrifugados a 4 °C, 450
X g por 10 minutos. ApGs descartar o sobrenadé&itadicionado 1 mL de PBS 1X e foram
centrifugadas a 4 °C, 450 x g por 10 minutos. Agescartar o sobrenadante, o sedimento foi
ressuspenso em tampao de ligacdo (10 mM HEPES @HI50 mM NaCl, 5 mM KCI, 1
mM MgCI2 e 1,8 mM de CaCl2) e foi adicionado anexihconjugada com isotiocianato de
fluoresceina (FITC ) (1:500) e de iodeto (PI, @mL"; 10° células) em cada tubo. A
citometria de fluxo foi realizada em um FACS CatifBecton Dickinson Biosciences,
Mountain View, CA, E.U.A)) analisada através dotwafe Pro Cell Quest (Becton
Dickinson). Duplo positivo (Annexin-FITC +/Pl+) faionsiderado células esplénicas na fase
final do processo apoptotico, enquanto que somentelulas Pl+, foram células necroticas.
Anexina-FITC +/PI- foi considerado esplendcitosfase inicial da apoptose. Dupla negativa

foi considerada células viaveis.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados por testes ndo-parao®tRara detectar diferencas entre
0S grupos, o teste de Mann-Whitney U e teste hiautilizados. Todos os resultados foram
expressos pelos valores médios dos grupos + dpadi@o e foram analisados considerando

o valor de p <0,05 (estatisticamente significativo)



Resultados
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6 RESULTADOS

Com o intuito de avaliar a acdo dos derivados imutidinicos contra as formas
tripomastigotas e epimastigotas deypanossoma cruzi foram realizados o0s ensaios de
citotoxicidade, atividade anti-parasitaria e imuwolladora, analise ultraestrutural e
apoptose. Os valores da atividade dnfttruz (cepa Y) foram expressos emgd@ug/ml). A
citotoxicidade foi expressa como a maior conceétragtoxica testada em esplendcitos de
camundongos BALB/c. Os farmacos benzonidazol ertimfox foram utilizados como

padrao.

Os resultados demonstram (Tabela 3) que entretesempostos testadas vitro, o
derivado LPSF/NN-25 foi o que apresentou o melbsultado para a citotoxicidade no valor
de 50ug/mL, quando comparados com outros derivadosPSF/NN-89 e LPSF/NN-211
apresentou citotoxidade acima de 5pug/mL. Os devw&dSF/NN-52 e LPSF/NN-100 foram
0s que apresentaram melhores atividadesTaotiizi nas suas concentragfes atoxicas, com a
ICso de 13,17 e 12,8ug/mL para a forma tripomastigot24668 e 14,44ug/mL para

epimastigota, respectivamente.

TABELA 3

Efeitosin vitro dos derivados imidazolidinicos (LPSF/NN)
Trypanosoma cruzi cepa Y

Composto Tripomastigota 24h  infgstigota 11dias  Citotoxicidade
st (LQ/mL) ICso(Q/ML)
LPSF/NN-20A 21,38 33,50 <1
LPSF/NN-25 ND ND 50
LPSF/NN-30 ND ND 25
LPSF/NN-52 13,17 24,68 5
LPSF/NN-89 13,29 54,87 5
LPSF/NN-100 12,8 14,44 1
LPSF/NN-211 50,72 26,64 5
Benzonidazol 1,63 1,73 25
Nifurtimox 0,79 0,54 1

ND — sé&o valores ndo determinados, ou seja, foestados, mas ndo foi possivel fazer a andlise gtes&io
linear.
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Analisando as estruturas quimicas dos derivadosFINM$52 e LPSF/NN-100,
podemos observar que ambos os derivados possuesuarastrutura um radical indol na
posicdo 5 do anel imidazol. Este radical esta ptesga estrutura de alguns antiinflamatorios
como a Indometacina. Introduzida em 1963, a indaone € um derivado inddlico, trata-se
de um potente inibidor ndo-seletivo da COX, quebiém pode inibir a fosfolipase C. Os
inibidores da ciclooxigenase, tais como, aspirinad®metacina, bloqueiam a producgéo de
TGF{ e poliaminas, reduzindo a parasitemia (DOSREI®9P0Na doenca de Chagas a
enzima fosfolipase C esta diretamente relacionagdaainvasao celular pelo parasito, atraves
da modificacdo de Calcio intracelular, resultanadoadteracdes do citoesqueleto, facilitando a
entrada do parasito na célula do hospedeiro (YOSHHD09).

0 CH @Br
N\ K 2 O\ N/CHZ@NOZ
Y N ;
HC® N s
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LPSF/NN-52 LPSF/NN-100

Figura 34 — Estrutura quimica dos derivados LPSFA2N LPSF/NN-100

Os compostos aromaticos e heteroaromaticos queugras® grupo nitro séo
considerados agentes potenciais no tratamento dasvparasitoses, inclusive tém sido
amplamente usados como farmacos (DJURIC, 1993)prapriedades do radical nitro
ocorrem pela acdo das nitrorredutases. Durantetabolzacdo, a reducdo do grupo nitro
associa-se com a alteracdo do numero de elétromgiltionos orbitais, aumentando seu
potencial e, consequentemente impedindo a projiferdo parasito. Esse fato pode explicar o
motivo pelo qual o derivado LPSF/NN-100 apreseosamelhores resultados para a atividade

anti-T. cruz.
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Figura 35 — Estrutura quimica do derivado LPSF/NIQ-@éom o radical nitro destacado.

A partir dos resultados da atividade anti-parasitébtidos foi investigado o efeito
imunomodulador do derivado que mostrou ser masaefcontral.cruzi. A producdo de
citocinas e oxido nitrico foi avaliada vitro a partir de sobrenadantes de cultura coletados. O
composto LPSF/NN-100 foi utilizado nessas avaliacdas concentracdes de 100, 10 e 1
ug/mL. Os mitdgenos Fitohemaglutinina (PHArgdmML) e Concavalina (Con A - 2,8§/mL)
foram usados como controle positivo e células s&imealo (meio + células) como controle

negativo.

Investigar a producdo de IL-10 é extremamente itapte jA& que esta citocina é
necessaria para minimizar os efeitos téxicos casspdr uma grande producado das citocinas
inflamatdrias IL-12 e IFN produzidas durante a infecg@o. Além de facilitaseneplicagéo
dos parasitos também inibem a inducdo da enzindoaxitrico sintase (HERRERO, 2003).
A IL-10 funciona como uma citocina imunoregulators@ndo produzida por macréfagos,
células dendriticas, linfécitos B e T CDd TCD8 (MOORE, 2001; KAMANAKA, 2006).
Consequentemente, a produgdo de IL-10 pode inibasposta pré-inflamatoria em varios
parasitos comaeishmania spp. (MURPHY, 2001) €. cruzl (REED, 1994). Por outro lado,
IFN-y € um poderoso fator de ativacdo de macrofagosé gleoduzido pelos linfécitos T
CD4" e macréfagos e induzem a expresséo de molécul& MHVIHC Il em diferentes tipos
de células (KUSTERS, 1996). Enquanto a IL-10 éetada por células Th2, acarretando um
aumento na suscetibilidade a infeccdo, o {Félsecretada por células Thl e esta envolvido
na imunidade celular contra patdogenos intracelsjaminando as formas intracelulares do
parasita, e estd associado com a resisténcia a@ufgeloT. cruzi (SHER e COFFMAN,
1992; ROMAGNANI, 1996). Embora o LPSF/NN-100 tenktiraulado a producéo de IL-10,

os valores nao foram estatisticamente significativo
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Como IL-10 e IFNy, o oxido nitrico é, preferencialmente, produzido pélulas Thl
através de um aumento na producdo deFENe um importante mediador de resposta imune
(TAYLOR-ROBINSON, 1994). Este composto, produzidm @iveis mais elevados por
macrofagos, tem atividade citotdéxica contra micgaoismos, parasitas, células tumorais e
exerce uma funcao importante na modulacao do sastermine (MONCADA, 1991). Durante
a infeccdo poiT. cruzi, o NO pode modular direta ou indiretamente a nrégefetora de
leucécitos através de mecanismos diversos. Estegso envolve efeito microbicida derivado
dos radicais livres toxicos (superéxido e peroxiol gerados apos a producédo de NO, bem
como a regulagéo da resposta inflamatéria indutislante a infecgdo. O potencial citotoxico
do NO depende da sensibilidade do parasito, oy eefgpo de cepa. Muitos estudos tém
demonstrado que o NO é a principal molécula efewmeolvida na morte mediada por
macrofagos de formas amastigotasideruzi (NATHAN e SHILOH, 2000; COLASANTI,
2002). Além disso, estudos tém mostrado que compagie induzem a producdo de oxido
nitrico possuem potencial imunomodulador (KORHONEROQS8). A producéo significativa
de IFN« foi observada apenas no 6 dia de cultura (Figdja@ IFN« € uma das citocinas
mais relacionadas a infeccdo pé&loruzi e desempenha papel central em induzir a ativagéo d
macréfagos e a inibicdo da replicacdo intracelddsr parasitos, além de ser necessério para a

eliminacdo dos parasitos, através da inducdo dhupé&o de oxido nitrico.
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Figura 36 - Producao de IFM-em culturas de células esplénicas de camundongbB/B.
Apbs 6 dias do ensaio experimental com o LPSF/NNrEOGoncentracdo deudy/ml (*p<
0,05).
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Observou-se que a resposta Thl representada padaicio de IFNy, uma das
maiores citocinas ativadoras de macrofagos, padmitedo a resposta Th2. Esse resultado
foi comprovado pelos baixos niveis de IL-10. Esessiltados sdo demonstrados por outros
autores que mostraram que a liFl[groducado por células Thl inibe a proliferacéo élelas
Th2, limitando a producéo das citocinas IL-4 e L{$SCHRODER, 2004).

Estudos afirmam que os mecanismos dependenteg $8N; em parte, mediados pela
producao de oxido nitrico (NO). Na auséncia depteces de IFNy, 0 NO nao é produzido
por macrofagos, sugerindo que o IffN-0 principal indutor da NOS2 (RODRIGUES, 2009).
O fato do IFNy atuar como agente protetor na infec¢do atribd-sea capacidade de ativar a
producao de metabolitos do 6xido nitrico (NO) (GHRREZ, 2009). A producéo de NO nos
esplendcitos em resposta aos mitdbgenos ConAu(raL) e PHA (5ug/mL) foi positiva em
todos os grupos avaliados e em todos os temposlteac Analisando a resposta frente ao
estimulo PHA, foi observada diferenca significatf{fa < 0,05) entre os grupos nos tempo de
24h e 48h (Figura 35 A e B).

Em relagédo ao LPSF/NN-100 a producao de NO fomesgtida em todos os tempos do
ensaio experimental. Em 24 horas o LPSF/NN-100omgentracdo de 100pg/mL e 1pg/mL
estimulou mais a producdo de NO do que os mitog€us A e PHA. Apds 48 horas o

mesmo derivado produziu mais NO apenas em relaCamA (Figura 35A e B).
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Figura 37A e B - Producdo de NO em culturas dela=lesplénicas de camundongos

BALB/c. ApGs 24 e 48 horas do ensaio experimerdgai o LPSF/NN-100.

Em 72 horas, este derivado apresentou valoresattassna g/ml do que o controle
e a ConA. No sexto dia do ensaio experimental oA/RN-100 na concentragéo de 1Q0ml
e 1Qug/ml ndo produziram NO, mas na concentracdo dg/nll apresentou valores

estatisticamente significativos em relacédo a Cdrigura 36A e B).
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Figura 38A e B - Producdo de NQ@g(mL) em culturas de células esplénicas de
camundongos BALB/c. Apés 72h e seis dias do ersgierimental com o LPSF/NN-
100 nas concentracdes de 1@@ml, 10pug/ml e 1ug/ml (*p<0,05).
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A eliminacdo do parasito depende diretamente dalugém de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IFN; TNF-o e IL-12, que agem em conjunto ativando macrofagos
para eliminar o parasito intracelular através dadpcdo de NO e de seus derivados de
nitrogénio e radicais de oxigénio. Entre outrayviddides o NO também pode alterar o
funcionamento de complexos enzimaticos impresceislipara o metabolismo celular, inibir
a duplicagdo do DNA ou causar danos diretos no Ddifyerindo que o NO nédo s6 pode

inibir a replicacédo, mas também pode induzir a encefular (SACKS, 2002).

Investigando a possibilidade dos derivados LPSFA2N- LPSF/NN-100 provocarem
alteracdes na morfologia do cruz, foi realizada andlise estrutural. A concentragizada
dos derivados foi de 18.mL*. Formas tripomastigotas sem tratamento foramzathts
como controle. Com isso, suas caracteristicas mdgrt@as preservadas como descrito por De
Souza, 20009.

Os resultados indicaram que formas tripomastigid¢ds cruzi (cepa Y) tratados com
os derivados imidazolidinicos LPSF/NN-52 (Figura 8LPSF/NN-100 (Figura 38) por 24 h,
revelaram graves danos quando comparados com asitparndo tratados (Figura 37a). As
alteracdes morfolégicas mais evidentes, nos paesaditatados com o LPSF/NN-52 e
LPSF/NN-100 foram observadas no complexo mitocah@colapso e fragmentacédo) (Figura
37c) e no nucleo (endentado e cromatina dispersaucteoplasma) (Figura 37b), esses

resultados indicam que os compostos podem indymio@esso necrotico.

A mitocbndria dos Trypanosomatidae apresenta eafatitas estruturais e funcionais
Unicas que sao bastante distintos das mitocondoasmamiferos. Apresenta uma estreita
relacdo com o cinetoplasto, e ndo ha continuidatieitaral entre as paredes de ambas as
organelas, tornando-se essa organela um alvo agoapuente atraente para a quimioterapia
da doenca de Chagas (VAN HELLEMOND, 2005; DE SOUZ@08).

Esses resultados também foram observados por oatrtmses, como colapso no
complexo mitocondrial e dilatacdo do vacuolo ciksphatico pela acdo de dois inibidores,
BPQ-OH e ER27856, da enzima esqualeno sintasepsisamhtra as formas epimastigotas
(BRAGA, 2004). Os resultados indicam que o efeits derivados imidazolidinicos esta
associado a disfuncdo da mitocondria, causandorgerdo parasito. Esse efeito pode ser

consequéncia da mudanca no balanco redox do parasit
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Outras alteracdes frequentes nos parasitos tratémtamn a formacédo de corpos
mielinicos (Figura 37b); alargamento do vacuoloptasma (Figura 38b, d); fragmentacdo do
reticulo endoplasmatico (Figura 37c e 38e). A preaeale inclusbes (Figura 37b e 38a, d, f)
lipidicas pode indicar que estes derivados atuewiande biossintese de esterol.

Figura 39 - Formas tripomastigotas @iecruz. tratados com o derivado imidazolidinico
(LPSF/NN-52) (a) Imagem MET de parasitas ndo tegadcom a morfologia tipica
preservada: cinetoplasto normal (K), nacleo (Njlagelo (F). (b-c) Imagem de MET dos
parasitos tratados com 13pg.fndo LPSF/NN-52. (b) Nicleo endentado em processo de
necrose, cromatina dispersa dentro do nucleoplasmgtura da membrana nuclear, (seta
branca), inclusdes lipidicas (asterisco brancoynfagao de corpos mielinicos (seta larga),
Dilatacdo do vacuolo citoplasmatico (V). (c) Colam complex mitocondrial (seta fina),

Fragmentacao do reticulo endoplasmatico (ponteetdg.Bars, lum.
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Figure 40 - Formas tripomastigotas @lecruz. tratados com o derivado imidazolidinico
(LPSF/NN-100). (a-f) Imagens de MET dos parasitatatios com 13pg.miLde LPSF/NN-
100. (a) Nucleo endentado, com evidencia de procesxrético (seta branca). (a,d,f)
Inclusdes lipidicas (asterisco branco). (b,d) Ridio do vacuolo citoplasmatico (V),e do
envelope nuclear (estrela branca). (b) Fragmentdgdgomplexo mitocondrial (ponta de
seta). (c) Condensacao da cromatina (estrela ptete)f) Colapso do complexo mitocondrial
(seta fina). (d) Desorganicdo do complexo mitocahdiseta larga). (e) Fragmentacdo do
reticulo endoplasmatico (asterisco preto). Baggnl
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Em esplendcitos de camundongos BALB/c, foi avaliadpotencial dos derivados
LPSF/NN-52 e LPSF/NN-100 de induzirem apoptoseptyse tardia e necrose. Apés 24h foi
observado que o LPSF/NN-100 induziu mais apoptase relacdo ao benzonidazol,
nifurtimox e LPSF/NN-52 (Figura 39A). Em apoptosedia o LPSF/NN-52 apresentou
resultados mais expressivos em relacdo aos outrapastos (Figura 39B). Em necrose o
nifurtimox se destacou quando comparado com os®abmpostos, mas em nenhum dos trés
eventos os resultados foram maiores que o conisde.indica que a inducdo de apoptose,
apoptose tardia e necrose pelos derivados imidBamos ndo apresentaram valores
estatisticamente significativos (Figura 39C).
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Figura 41A, B e C — Efeito dos derivados imidazoiicbs na viabilidade celular de
esplendcitos de camundongos apds 24 horas. A ‘dEasapoptose utilizando anexina V. 0s
valores do LPSF/NN-100 foi estatisticamente supegem relacdo ao benzonidazol e
nifurtimox, mas nao em relacdo ao controle. B aende apoptose tardia utilizando anexina
V e iodeto de propridio. Todos os compostos naanfoestatisticamente significativa em
relacdo ao controle das células. C - Ensaio deose@om iodeto de propidio. Nifurtimox foi
superior aos outros compostos, mas nao apresealmney estatisticos em relacdo ao controle
das células. *9 0,05
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Em 48h foi observado que o LPSF/NN-100 induziu napigptose, apoptose tardia e
necrose em relacdo ao benzonidazol, nifurtimox 8H/RN-52 (Figura 40A, B e C). Apenas
em necrose o LPSF/NN-100 apresentou valores égatiente significativos em relacédo ao
controle. Por outro lado, o LPSF/NN-52 estimulouno® apoptose e necrose quando
comparados com o benzonidazol e nifurtimox. A paesses resultado, pode-se sugerir que o

derivado LPSF/NN-52 possivelmente atue como umdoitna inducao de apoptose.
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Figura 42 — Efeito dos derivados imidazolidinicobre a viabilidade celular de esplendcitos
de camundongos apos 48 horas de ensaio. A - LPSEJONoi estatisticamente superior em

relacdo aos farmacos de referéncia, mas ndo egéoeto controle em apoptose. B — Ensaio
de apoptose - tardia mostrou que o LPSF/NN-100sapteu valores superiores em relacédo a
benzonidazol, nifurtimox e LPSF/NN-52, mas nao efagéo ao controle. C - Em necrose o
LPSF/NN-100 foi o composto que apresentou valoramms em relacdo a benzonidazol,

nifurtimox e LPSF/NN-52 e controle. <0,05.
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Em 72h do ensaio experimental o benzonidazol induzais apoptose e apoptose
tardia do que nifurtimox, LPSF/NN-52 e LPSF/NN-1(dgura 41A e B). Entretanto este
farmaco, no mesmo tempo de experimento, ndo apoesealores maiores que o LPSF/NN-
100 na inducéao de necrose (Figura 41C). Emboranadmédazol e o LPSF/NN-100 tenham
apresentado valores mais expressivos comparados osorautros compostos, eles néo
apresentaram valores estatisticamente significataro relacdo ao controle. Esses resultados
comprovam que em 72 horas também ndo houve vakigedficativos para apoptose,
apoptose tardia e necrose promovido pelos farmamgeferencia e pelos derivados

imidazolidinicos.
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Figura 43 - Efeito dos derivados imidazolidinicabie a viabilidade celular de esplendcitos
de camundongos apds 72 horas de ensaio. A — Entospop benzonidazol apresentou
valores superiores em relacdo ao LPSF/NN-52, masend relacdo ao controle. B — Em
apoptose tardia o benzonidazol também demonstioteganaiores, mas agora em relacdo ao
nifurtimox. C - Em necrose o LPSF/NN-100 apresentalores superiores ao nifurtimox,
benzonidazol e LPSF/NN-52, mas ndo apresentoueskstatisticos em relagdo ao controle.
*p <0,05.
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7 CONCLUSOES

Os compostos LPSF/NN100 e LPSF/NN52 apresentardmgdo no crescimento de
formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Y. deuz, sugerindo potencial atividade
tripanocida;

O composto LPSF/NN100 estimulou a producéo de |FBl-de Oxido nitrico,
sugerindo atividade imunomoduladora;

Alteracdes ultraestruturais no complexo mitocondridilatacdo no vacuolo
citoplasmatico e nucleo endentado com cromatingedss. no citoplasma levando a processo
necrotico, promovidas nas formas tripomastigotasege Y deT. cruzi apresentam-se como

potenciais alvos de acado dos compostos LPSF/NN1LBBE/NNS52;



Persgectivas
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8 PERSPECTIVAS

Determinarin vivo a atividade anti-parasitarii@as substancias avaliadas neste trabalho,

sobre formas amastigotas, epimastigotas e tripagosas delrypanosoma cruz;

Desenvolver e avaliar novas moléculas que permitashtencéo de novos derivados

ainda mais potentes que os testados nessa digsertac

Determinarin vitro a atividade anti-parasitaréas substancias avaliadas sobre formas

amastigotas dérypanosoma cruz;

Investigar a possibilidade do derivado LPSF/NN+&iBif a apoptose em esplendcitos
de camundongos BALB/c;

Avaliar a toxicidade aguda dos derivados da séA8HR/NN de forma a avaliar sua

viabilidade como farmacos.
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