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RESUMO

BRITO, Andréia Carolinne de Souza. Atividade in vitro e in vivo da pterocarpanoquinona
LQB-118 sobre Trypanosoma cruzi. 2016. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2016.

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e endémica na
Ameérica Latina, especialmente no Brasil. A terapéutica é muito limitada, ndo sendo eficaz na
fase cronica da infecgdo. A pterocarpanoquinona LQB-118 apresenta atividade antitumoral e
antileishmania. Estudos anteriores do nosso grupo mostraram preliminarmente que a LQB-
118 possui efeito in vitro sobre as formas tripomastigotas metaciclicas e amastigotas
intracelulares de T. cruzi (clone Dm28c). O objetivo desse trabalho foi delinear in vitro o
mecanismo de acdo da LQB-118 e avaliar sua agdo in vivo em modelo experimental de
infeccdo. Epimastigotas de T. cruzi (clone Dm28c) foram incubadas na presenca ou ndo da
LQB-118 (0-5uM) por 96h/27°C e contados diariamente em camara de Neubauer. Uma
avaliacdo ultraestrutural de epimastigotas tratadas com 2uM LQB-118 por 24h/27°C foi
realizada por microscopia eletrénica de transmissdo. A producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) foi avaliada em epimastigotas pré- incubadas com LQB-118 (0-20uM) por 30
minutos a 48h/ 27°C e posteriormente marcadas com a sonda DHE. Foram utilizados ensaios
com o antioxidante MitoTEMPO e o pré-oxidante Antimicina A incubados por 30 minutos,
com a pterocarpanoquinona nas concentragdes de 10 uM ou 20uM. Foi feito também a
analise in silico dos parametros farmacocinéticos foi realizado através do programa ADMET.
Os experimentos in vivo, foram realizados a partir de dois modelos distintos usando
camundongos Swiss infectados com 10° de tripomastigotas sanguineas (cepa Y) via
intraperitoneal. No primeiro modelo, camundongos foram tratados pela via oral com LQB-
118 (20 mg/Kg de peso/dia), por 11 dias a partir de 7° dia pds-infeccdo (dpi) e no segundo
tratados pela via oral com LQB-118 (40 mg/Kg de peso/dia) , por 12 dias a partir de 4° dpi.
Foram avaliados a parasitemia, taxa de sobrevivéncia, peso dos érgdos, analise de parametros
séricos bioquimicos e histopatologia preliminar do coracdo. Como resultados, a LQB-118 foi
capaz de inibir significativamente (p<0,0001) o crescimento do parasito ja em 48h de cultura,
com 99,67% de inibicdo em 96h a concentracbe de 5 pM. O ICs; em 48h foi de
2,34+0,20uM e em 96h foi de 0,88+0,08uM. Na avaliacdo ultraestrutural, foram observados
alteracbes na morfologia do reticulo endoplasmatico, aumento na regido do cinetoplasto e
vacuolos proximos a bolsa flagelar. A LQB-118 induziu um aumento de ROS produzido pelo
parasito no tempo de 30 minutos de incubacdo quando tratadas com 10uM e 20uM do
composto. Os animais tratados com LQB-118 apresentaram reducdo da parasitemia nos dois
modelos propostos. No primeiro, no 15° dpi, a redugdo da parasitemia foi de 37,8%. No
segundo, a reducdo da parasitemia observada a partir do 11° dpi, foi de 49,47% (p< 0,02) e
50,17% no 16° dpi. A analise bioguimica sérica mostrou que houve diminuicdo de creatina
nos animais tratados com a LQB-118. A andlise histolégica preliminar indicou uma
diminuicdo dos danos cardiacos nos animais tratados. Em conjunto, esses resultados
demostram que a LQB-118 apresenta atividade tripanocida, altera producdo de ROS do
parasito e sugere acdo protetora do composto nos ensaios in vivo durante a fase aguda da
infeccéo por T. cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Pterocarpanoquinona LQB-118. Quimioterapia. ROS. In

vivo.



ABSTRACT

BRITO, Andréia Carolinne de Souza. Activity in vitro and in vivo of pterocarpanquinone
LQB-118 on Trypanosoma cruzi 2016. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2016.

Chagas disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and endemic in Latin
America, especially in Brazil. The therapy is very limited, not being effective in the chronic
phase of infection. The LQB-118 pterocarpanoquinona shows antitumor and antileishmanial
activities. Previous studies from our group have shown preliminarily that LQB-118 has an in
vitro effect on trypomastigotes and intracellular  pimastigot of T. cruzi (Dm28c clone). The
aim of this work was to study in vitro the LQB-118 mechanism of action and evaluate its
activity by the in vivo infection experimental model. Epimastigotes of T. cruzi (Dm28c clone)
were incubated in the presence or absence of LQB-118 (0-5uM) for 96h/27°C and quantified
daily by Neubauer chamber. An ultrastructural evaluation of pimastigota treated 2uM LQB-
118 for 24/27°C was performed by transmission electron microscopy. The production of
reactive oxygen species (ROS) was evaluated in  pimastigota incubated in the presence or
absence of LQB-118 (0-20uM) for 30 minutes to 48 hours/27°C and subsequently labeld with
DHE probe. Tests using the antioxidant MitoTEMPO and pro-oxidant Antimycin A for 30
minutes were carried out using, cells treated with 10 or 20uM LQB-118. In silico analysis of
the pharmacokinetic parameters was performed using the ADMET program. In vivo, two
assays were conducted using Swiss mice were infected with 10° blood trypomastigotes (Y
strain) intraperitoneally. In the first test, mice were treated orally with LQB-118 (20
mg/kg/day), for 11 days from the 7° day post-infection (dpi) and in the second were treated
orally with LQB-118 (40 mg/kg/day, for 12 days from 4° dpi). We evaluated the parasitemia,
survival rates, organ weights, biochemical parameters analysis of serum and preliminary
histopathology in the heart. The LQB-118 was able to inhibit significantly (p<0.0001) the
growth of the parasites at 48h and after 96h the inhibition was 99,67% at 5 uM. The IC50 in
48 hours was 2,34 = 0,20uM and 96h was 0,88 £ 0,08uM. In ultrastructural evaluation, we
observed in the morphology of the endoplasmic reticulum changes, swelling of the kinetoplast
region and vacuoles near the flagellar pocket. We observed that LQB-118 induced increase
parasite ROS production at 30 minutes of incubation when treated with 10uM and 20uM of
LQB-118, respectively. The parasitemia in animals treated in LQB-118 decreased both
assays. In the first experiment, the 15° dpi, the parasitemia reduction was 37,8%. In the
second test, the parasitemia reduction was observed from the 11° dpi, a decrease of 49,47%
(p<0.02) at 11° dpi, and 50,17% at 16° dpi. Serum biochemical analysis showed that there was
a creatine decrease in animals treated with LQB-118. Preliminary histological analysis and
indicated a cardiac damage decrease in the treated animals. These results showed that LQB-
118 has activity against T. cruzi causing alteration in the parasite ROS production and has
protective action in vivo during the infection acute phase.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Pterocarpanquinone LQB-118. Chemotherapy. ROS. In vivo.
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INTRODUCAO

DOENCA DE CHAGAS: UMA DOENCA NEGLIGEMCIADA

As doencas negligenciadas sdo injdrias que ndo sé prevalecem em condicGes de
pobreza, mas também contribuem para a manutencdo do quadro de desigualdade, ja que
representam um forte entrave ao desenvolvimento dos paises, principalmente nas regides
como Africa, Asia e América Latina. Elas sdo ainda a principal causa de mortalidade,
invalidez crénica e pobreza no mundo. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS/WHO), mais de um bilhdo de pessoas estdo infectadas com uma ou mais doencas
negligenciadas, o que representa um sexto da populacdo mundial (Pedrique et al, 2013; Decit,
2010).

Apesar de existir financiamento para pesquisas relacionadas as doencas
negligenciadas, o conhecimento produzido ndo se converteu em avancos terapéuticos, como
novos farmacos, métodos para diagnosticos e vacinas (Pedrique et al, 2013; Decit, 2010). De
todos os medicamentos aprovados entre os anos de 2000 a 2011, apenas 4% foram destinados
as doencas negligenciadas, apesar desse grupo somar 11% da carga global dos problemas de
salde. Da mesma forma, apenas 1% de todos os ensaios clinicos existentes até 2011, eram
para doencas negligenciadas (Pedrique et al, 2013).

O Organizacdo Mundial de Saude reconhece 17 (dezessete) doencas negligenciadas
das quais, treze sdo endémicas no Brasil. Entre os anos de 2000 a 2011 foram registradas
76.847 mil mortes relacionadas as essas doencas no Brasil, sendo que 76,7% (58.928) das
mortes estdo correlacionadas com a doenca de Chagas, seguida da esquistossomose
responsavel por 8,2% (6.319) e leishmaniose com 4,5% (3.466) (Martins-Melo et al, 2016).

Entre as doencgas negligenciadas, a doenca de Chagas € a maior causadora de
mortalidade no Brasil, tornando-se um grave problema de satude publica brasileira.

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas € uma zoonose do continente
americano que se estende desde o sul dos Estados Unidos ate a Argentina e o Chile. (Rey,
2008). Ha evidéncias da doenca em populagdes nativas da America (Araujo et al, 2009),
tendo sua expansdo na era pds-colombiana, devido as enormes mudangas demogréficas e
ecologicas provocadas pelos conguistadores hispanicos e portugueses. Nas Ultimas décadas,

com o fendmeno migratorio, pessoas infectadas foram distribuidas para todas as regides do



18

mundo, principalmente a partir do segundo terco do século 20, quando a a migracdo
rural/urbana se intensificou em varios paises (Coura, 2013).

A histdria da descoberta dessa doenca é Unica nos anais da medicina. Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas conduziu entre os anos de 1907 e 1909 o controle de maléaria na regido de
Lassance, Minas Gerais, Brasil. Foi quando identificou no tubo digestivo de hemipteros
hematofagos, capturados em choupanas da area, um protozoario flagelado. Em 1909,
descobriu seu primeiro caso, uma menina febril de 2 anos de idade, chamada Berenice, e
posteriormente registrado mais 28 casos agudos e inimeros cronicos da nova doenca (Coura,
2013). A grande capacidade de percepcdo de Carlos Chagas permitiu que ele conseguisse
descrever em curto espaco de tempo, o parasito (T. cruzi), seus reservatorios silvestres, seu
desenvolvimento nos triatomineos e as caracteristicas clinicas da doenca (Zingales, 2011).

O reconhecido definitivo desssa doenca veio nas décadas de 1940 e 1950 e foram
estabelecidas as bases do seu controle, mediante fundamentais pesquisas realizadas
principalmente no Brasil (Coura, 2013).

A parasitose se origina de um ciclo primitivo do Trypanosoma cruzi, que comegou
milhGes de anos com natureza eminentemente enzodtica, circulando o flagelado entre vetores
e reservatérios silvestres ao longo da maior parte do continente americano, ha milhares de
anos. A endemia se estabeleceu ha 200-300 anos, como resultado do desmatamento
provocado pela expansdo da agricultura e agropecuaria, 0 que promoveu a adaptacdo dos
triatomineos, por falta de alimentos, a um novo nicho, incluindo a alimentacdo do sangue
humano e animais domésticos (Zingales, 2011; Coura e Borges-Pereira, 2010)

Os levantamentos epidemiolégicos realizados em paises da América Latina indicam
que a doenca de Chagas possui duas fases (aguda e cronica) e diferentes apresentacoes
clinicas, formas cadiacas e digestivas. A cardiopatia inflamatdria afeta, aproximadamente,
30% dos individuos infectados, 5-10% podem desenvolver a forma digestiva, porém, a
maioria permanece assintomatico (70%). As manifestacfes da doenca e a suscetibilidade ao
tratamento variam de acordo com a regido (Cunha-Neto e Chevillard, 2014; Zingales, 2011).

Os unicos medicamentos aprovados para o tratamento humano para doenga de Chagas
sdo o benznidazol e o nifurtimox, langados no inicio de 1970. Os dois medicamentos
compartilham algumas caracteristica como melhor toleréncia em criangas, mais eficiéncia
durante a fase aguda, maior toxicidade em adultos e suscetibilidade entre as diferentes cepas
de T. cruzi (Bermudez et al, 2016)



19

Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida, familia
Tripanosomatidae, género Trypanosoma (Haag et al, 1998).

A familia Tripanosomatidae retne grande nimero de espécies com caracteristicas em
comum, com a presenca de um rede de KDNA (DNA fibrilar) e de um unico flagelo que
emerge de um bolso anterior ou lateralmente, aderido ao corpo celular (Rey, 2008). Os
tripanosomatideos sdo evolutivamente bem sucedidos, por se encontrarem em quase todo o
planeta e pela capacidade de parasitar todos os grupos de vertebrados, varios invertebrados e
plantas. (Lopes et al, 2010). Nove géneros pertencem a essa familia, Crithidia,
Blastocrithidia, Herpetomonas, Wallaceina, Leptomonas, Trypanosoma, Leishmania,
Endotrypanum, Phytomonas e Leishmania. Desses géneros, dois parasitam o homem, o
género Trypanosoma e o género Leishmania (Coura, 2013; Lopes et al, 2010). O género
Leishmania apresenta diversas espécies que causam as leishmanioses tegumentares e a
visceral. As doencas provocada pelo género Trypanosoma sdo a tripanossomiase americana
ou doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi e a tripanossomiase africana ou
doenga do sono, caudada por Trypanosoma brucei gambiensis ou por T. brucei rhodesiense
(Coura, 2013; Markell et al, 2003).

A partir do sul dos Estados Unidos, México e se estendendo pela América Central e
América do Sul até a Argentina, podem-se encontrar varios roedores silvestres, entre eles,
gambas e tatus, infectados pelo Trypanosoma cruzi. O gambad é um dos reservatdrios
silvestres mais importantes, uma vez que eles circulam entre o ambiente silvestre,
peridoméstico e doméstico em busca de alimentos. Esse parasito foi encontrado pela primeira
vez no inseto reduvideo Panstrogylus megistus e mais tarde no homem, pelo pesquisador
brasileiro Carlos Chagas (Zingales, 2011; Markell et al, 2003).

Para adaptar-se a diferentes situacfes bioecologicas, o T. cruzi assumiu diferentes
formas evolutivas, sendo as trés principais, epimastigota, tripomastigota e amastigota (Figura
1) (Coura, 2013.)

A membrana citoplasmatica com seus constituintes € importante pela interface entre
protozoarios e seu ambiente. Os tripanossomatideos possuem a membrana celular muito
parecida com a de outros eucariotos, porém, eles apresentam microtabulos subpeculiares
firmemente ligados a superficie interna da membrana. O T. cruzi, por ser um parasito

intracelular, é capaz de interagir inicialmente com as superficies celulares do hospedeiro
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vertebrado e, em seguida, com a membrana do vacuolo parasitoforo, bem como com as
células epiteliais do hospedeiro invertebrado. Para tal, uma grande variedade de moléculas sdo
encontradas na superficie do T. cruzi, entre elas, incluem as mucinas, transialidase e a familia
da glicoproteinas Tc85 (Lopes et al, 2010; Souza, 2009).

A membrana plasmatica do Trypanosoma cruzi ndo é homogénea, em relacdo a
densidade e distribui¢do das particulas intramenbranosas. Pode-se definir trés macrodominios
(corpo da célula, o flagelo e a bolsa fagelar) que por sua vez possuem microdominios
especificos como o colar flagelar (localizado na regido basal do flagelo), a zona de ligacdo do
flagelo ao corpo celular e a regido do citéstoma (Souza, 2009).

O flagelo emerge a partir de um corpo basal no citoplasma através de uma
proeminente invaginacdo da membrana (bolsa flagelar), sendo composto por nove pares de
microtUbulos periféricos e um par central. Essa estrutura estd presente em todas as formas
evolutivas do T. cruzi, porém, nas formas amastigotas, o flagelo é extremamente curto, nao
podendo ser visualizado em microscopia de luz. Essa estrutura € essencial a biologia do
parasito no interior dos hospedeiros. O flagelo possui uma haste paraflagelar altamente
antigénica e fundamental para a sobrevivéncia do parasito (Lopes et al, 2010; Souza, 2009).

Outra organela extremamente importante € a mitocondria. Os tripanosomatideos
apresentam mitocondria Unica e altamente ramificada, onde se localiza uma estrutura
especifica desta ordem, o cinetoplasto. A maioria das proteinas mitocondriais sdo sintetizadas
em ribossomos livres e em seguida, transportados para a organela. O cinetoplasto é uma
estrutura que possui forma e organizacdo estrutural que variam de acordo com o estagio de
desenvolvimento do parasito, localizado perto do corpo basal. Estruturas filamentosas ligam o
cinetoplasto ao corpo basal e por isso essa regido define o local onde o corpo basal esta
localizado e a origem do flagelo (Lopes et al, 2010; Souza, 2009). Por ter caracteristicas
estruturais e funcionais distintas dos mamiferos, a mitocéndria desses parasitos € um alvo
atraente para quimioterapicos (Menna-Barreto et al, 2009)

Os glicossomos sdo encontrados apenas nos membros da ordem Kinetoplastida e
relacionam evolutivamente aos peroxissomos de eucariotos superiores. E uma organela onde
ocorre a maior parte da via glicolitica. Varias vias metabolicas alternativas como, fixacdo de
CO,, sintese de purinas, biossintese de pirimidinas, alongamento de acidos graxos, biossintese
de isoprenoides e esterdides ocorrem nos glicossomos (Lopes et al, 2010; Souza, 2009).

Os acidocalcissomas séo organelas envolvida em diversas funges no parasito como
armazenamento de calcio, fésforo, sodio, potéssio, zinco e magnésio, homeostase do pH e

osmorregulacdo juntamente com o vacuolo contratil (Lopes et al, 2010; Souza, 2009).
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O vacuolo contrétil, por sua vez, é uma estrutura formada por vérios tubulos ligados a
um vacuolo central e estd envolvida no processo de regulacdo osmotica, j& que aquaporinas
(proteina envolvida no transporte de agua) foram encontradas tanto nos acidocalcissomas
como no vacuolo contrétil (Souza, 2009).

A via secretora do T. cruzi é formada pelo reticulo endoplasmético, complexo de
Golgi e um sistema de vesiculas que nascem das cisternas do complexo de Golgi e migram
para a bolsa flagelar, onde se fundem a bolsa flagelar e descarregam o seu contetdo. As
cisternas do reticulo endoplasmatico séo vistas ao redor do nucleo e se distribuem para todas
as regides celulares. O complexo de Golgi localiza-se proximo a bolsa flagelar (Souza, 2009).

A endocitose € 0 mecanismo bésico para a internalizacdo de macromoléculas, porém o
T. cruzi, apresenta algumas particularidades na sua via endocitica, como, (1) essa via s6
ocorre em epimastigotas (forma encontrada no hospedeiro invertebrado) ou em culturas
axénica mantidas em laboratdrio, € baixa ou ausente em tripomastigotas metaciclicos ou
sanguineos e nas formas amastigotas intracelulares, (2) apenas dois locais realizam a
endocitose, a bolsa flagelar e a regido do citéstomo e (3) as vesiculas formadas na endocitose,
se fundem aos reservossomos (Souza, 2009).

Os reservossomos sdo organelas que possuem um papel vital no ciclo de vida do T.
cruzi, relacionado diretamente com a diferenciacdo celular. Essas organelas acumulam todas
as moléculas endocitadas, além disso, possuem enzimas lisossomais, como peptisase,
cruzipaina e serina carboxipeptisase. E o principal local de armazenamento de lipideos e
proteinas (endocitadas ou produzidas pelo parasito), degradacdo e reciclagem de proteinas
(Lopes et al, 2010; Souza, 2009)

Nos hospedeiros vertebrados encontram-se as formas tripomastigotas sanguineos e
amastigotas intracelulares, ja no hospedeiro invertebrado encontram-se as formas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos.

Os epimastigotas sdo formas muito moveis, com o cinetoplasto situado proximo ao
nucleo e a bolsa flagelar apresenta-se lateralmente. O flagelo emerge longe da extremidade
anterior, se mantém-se junto a membrana do citossomo por uma prega de bainha flagelar
(membrana ondulante) e ap6s ultrapassar o pélo anterior da célula, torna-se livre. Essas
formas séo encontradas basicamente no tubo digestivo do inseto vetor e em meios artificiais
de cultivo, onde se multiplicam por diviséo binaria (Figura 1 A) (Coura, 2013; REY, 2008).

Os tripomastigotas sdo formas infectantes, com corpo celular fusiforme e o
cinetoplasto e o bolso flagelar apresentam-se deslocados para a regido entre o nucleo e a

extremidade posterior. O flagelo é longo, emergindo do corpusculo basal justacinetoplasto e
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percorrendo todo o corpo celular no sentido longitudinal, fazendo protrair a membrana celular
caracteristica (membrana ondulante). S8o formas extracelulares, encontradas no sangue
periférico do hospedeiro vertebrado e nas porg¢des terminais do tubo digestivo e de Malpighi
do inseto vetor (Figura 1B)(Coura, 2013; REY, 2008).

Os amastigotas sdo formas de pequenas dimensdes, contorno aproximadamente
circular, ovoide ou fusiforme e sem flagelo exteriorizado. O corpo é achatado com nucleo
relativamente grande, redondo e excéntrico e o cinetoplasto bem visivel. Essas formas sdo
responsaveis pela multiplicacdo binaria no hospedeiro vertebrado, onde subsistem

exclusivamente no interior de diversos tipos celulares (Figura 1C) (Coura, 2013; REY, 2008).

Figura 1 - Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
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Legenda: A) Forma epimastigota (forma replicante e encontrada no hospedeiro invertebrado); B) Forma
tripomastigota (forma néo replicante e encontrada no hospedeiro vertebrado) e C) Forma amastigota
(forma intracelular, replicante e encontrada no hospedeiro vertebrado). As formas estdo em corte
longitudinal mostrando as principais estruturas.

Fonte: Adaptado de Teixeira et al, 2012.

Durante o ciclo bioldgico, os tripanossomatideos sdo bem adaptados
morfologicamente e metabolicamente. A medida que passam por sucessivas fases de
diferenciacdo, podem encontrar ambientes altamente diferentes nos quais devem adaptar
rapidamente seu metabolismo para lidar com essas alteracfes (Michels et al, 2006), como por
exemplo, nas formas epimastigotas que ao se diferenciarem em tripomastigotas metaciclicos
no trato digestivo dos triatomineos encontram um meio rico em aminoécidos e pobre em
glicose (Silber et al, 2009).

Uma das adaptacGes presentes nos tripanossomatideos € sua capacidade de substituir
rapidamente os glicossomos por outros, com diferentes caracteristicas metabolicas, durante a
transicdo entre as distintas fases do ciclo biologico, podendo assim aumentar sua
adaptabilidade a diferentes condi¢des ambientais (Michels et al, 2006).

No hospedeiro vertebrado, na corrente sanguinea, o parasito depende do fornecimento
continuo de glicose do sangue e fluidos corporais do seu hospedeiro. Todo o ATP sintetizado
vem a partir da conversdo de glicose em piruvato. As primeiras sete enzimas responsaveis por
essa conversdo da glicose em 3-fosfoglicerato estdo presentes dentro do glicossomo, enquanto

as trés altimas responsaveis pela catélise dessa via estdo localizadas no citosol. O consumo e
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producdo de ATP e NADH pela glicolise dentro do glicossomo € equilibrada, onde o primeiro
é realizado pela hexoquinase (HXK) e fosfofrutoquinase (PFK) e o segundo realizado pela
fosfoglicerato quinase (PGK). A formacdo do ATP ocorre no citosol, em uma reagédo
catalisada pela piruvato-quinase (PYK). O NADPH glicossomal resultante da reacdo
catalisada por gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, € reoxidado no interior do glicossomo
através do glicerol-3-fosfato oxidase (GPO) mitocondrial (Bringaud et al, 2006; Michels et al,
2006). Esse equilibrio redox glicossomal é realizado pelo fornecimento de duas enzimas
oxidoredutases glicossomais que permitem a reoxidacdo do NADH. Essas enzimas sdo
fornecidas durante a producdo do succinato (fermentacdo succinica). (Bringaud et al, 2006;
Bakker et al, 2000).

Devido a uma aparente falta de regulacdo nas atividades das enzimas glicoliticas,
HXK e PFK, pode ocorrer o acimulo de intermediarios da via glicolitica, o que pode ser
altamente téxico para o parasito. Porém, estudos computacionais mostram que o fato de
algumas enzimas da via glicolitica (HXK e PFK) do parasito serem compartimentalizadas no
glicossoma, organela que possui uma membrana pouco permedvel para solutos, evita o
contato direto dessas enzimas com as concentracdes relativas de ATP/ADP do citosol,
permitindo sua exposicdo exclusivamente as quantidades de ATP/ADP glicossomal. Dessa
maneira, 0 parasito evita o possivel acimulo toxico dos intermediarios da via, compensando a
falta de regulacéo das enzimas (Michels et al 2006).

A compartimentacdo da glicélise nos glicossomos parece ser essencial para a
regulacao deste processo, permite as células superar curtos periodos de anaerobiose, além de
permitir que os parasitos se adaptem rapidamente e eficientemente as novas condigdes
(Michels et al, 2006).

No inseto vetor, os tripanossomatideos realizam um metabolismo fermentativo, uma
vez que a glicose e a L-prolina sdo convertidos em succinato e em menor grau em acetato. Em
ambientes onde glicose e aminoacidos estdo disponiveis, as epimastigotas de T. cruzi
consomem preferencialmente glicose (Michels et al, 2006; Bringaud et al, 2006). A
fermentagdo succinica oferece uma significativa vantagem por exigir apenas metade do
fosfoenolpiruvato (PEP) produzido para a manutencdo do equilibrio NAD+/NADH, o PEP
restante é convertido em acetato, L-lactato, L-alanina e/ou etanol. Essa ramificacdo da via
catabolica da glicose pode proporcionar uma importante flexibilidade pra uma adaptacéo
rapida a alteracdo ambiental (Bringaud et al, 2006).

Outra caracteristica que merece destaque do T. cruzi € sua heterogeneidade em relagéo

a diversidade bioldgica, bioquimica e genética das cepas, juntamente com a sua complexidade
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eco-epidemioldgica (Zingales et al, 1999). As diferencas nas taxas de crescimento, a
infectividade, o tropismo tecidual, composi¢do antigénica, viruléncia e morbidade em
modelos animais, suscetibilidade a componentes imunes do soro e a quimioterapicos, tem sido
relatados em parasitos isolados (Martines-Dias et al, 2001).

Ao longo dos anos, vérias abordagens tem sido usadas para caracterizar as populagdes
do T. cruzi, definindo o no numero de subgrupos importantes. Esses subgrupos receberam
diferentes designacdes, como zimodemas (caracteristicas bioquimicas), esquizodemas
(proteases e peptidades), biodemas (caracteristicas bioldgicas) e unidades de tipagem discreta
(DTU) (Zingales et al, 2009).

Quando o genoma do T. cruzi foi sequenciado, estimou-se que 50% do genoma era
composto por sequéncias, que consistem principalmente, de grandes familias de genes de
proteinas de superficie, retrotransposons e repeticdes subtelomeéricos (Lopes et al, 2010). Em
1999, um consenso sobre as cepas do T. cruzi foi atingido e duas linhagens principais foram
descritas. Varios marcadores bioldgicos e moleculares foram utilizados, tais como a analise de
isoenzimas e o polimorfismo no 24S rDNA. Deste modo o T. cruzi foi separado em dois
grandes grupos, T. cruzi | e T. cruzi Il. As cepas de T. cruzi | estdo associados com o ciclo de
transmissao silvestre. S&o menos resistentes aos farmacos tripanomicida e esta associado a
doenca humana em todos os paises endémicos ao norte da Bacia Amazénica, onde provoca
infecgBes esporadicas e assintomaticas. Entretanto, as cepas de T. cruzi Il estdo associados
com o ciclo de transmissdo domiciliar, mais resistentes a farmacos tripanocidas e causa
infeccBes humanas com alta parasitemia (Lopes et al, 2010; Rassi Jr et al, 2010). Em 2006, a
existéncia de uma linhagem T.cruzi 11l foi reportada e representaria as cepas que ainda néo
haviam previamente sido caracterizadas, ou cuja caracterizacao ndo era considerada concluida
(Rassi Jr et al, 2010; Dutra et al, 2010).

Em 2009, em um encontro cientifico ocorrido no Rio de Janeiro em comemoragao ao
centenario da descoberta da doenca de Chagas, a classificacdo foi revisada. A nova
classificacdo foi baseada na genotipagem de multilocus que revelou seis distintas DTUs
(Discrete typing units), com duas subdivisdes, denominadas DTU | e Il. O DTU Il ainda foi
dividido em cinco DTUs, lla-e, com base em informacdes filogenéticas de MLEE (perfil
eletroforético de multiloci de enzimas) e RAPD (perfil eletroforético de ampliagdo randémica
de DNA polimorfico). Os DTUs | e Ilb, correspondem aos grupos T. cruzi | e II,
respectivamente (Tabela 1) (Dutra et al, 2010; Zingales et al, 2009).
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Tabela 1- Atual classificacdo de Typanossoma cruzi

DTU Classificagéo antiga equivalente do T. cruzi
T. cruzi | DTU leT. cruzi |

T. cruzi Il DTU lIbe T. cruzi Il

T. cruzi I DTU lic, T. cruzi lll, Z3 e Z3/Z1 ASAT

T. cruzi IV DTU lla, Z3e Z3-B

T.cruzi V DTU lid, Z2 Boliviano

T. cruzi VI DTU lle e Z2 Paraguaio

Fonte: Adaptado de Zingales et al, 2009

Em seres humanos, um amplo espectro de apresentacdes clinicas da doenca de Chagas
é observado, o que parece refletir a heterogeneidade entre as cepas de T. cruzi e/ou diferencas
genéticas da resposta imune do hospedeiro (Martines-Dias et al, 2001).

Ciclo Biolégico

O Trypanosoma cruzi exibe um ciclo biolégico complexo com varios estagios de vida
qgue se alternam entre o inseto vetor e hospedeiros mamiferos (Figura 2). Durante o
hematofagismo restrito, os vetores invertebrados (triatomineos) do T. cruzi ingerem formas
tripomastigotas sanguineas do parasito presente na corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado durante seu repasto. No estbmago dos triatomineos desencadeiam-se as primeiras
transformacdes do parasito, formando as formas epimastigotas. No intestino médio, os
epimastigotas se multiplicam por divisdo binaria simples, alguns se movem para o intestino
terminal e para os tubos de Malpighi. No reto (porcao final do tubo digestivo), apds multiplas
rodadas de multiplicacdo, os epimastigotas aderem-se &s células epiteliais e iniciam o
processo de diferenciagdo em tripomastigotas metaciclicos (forma infectante para os
vertebrados) (Coura, 2013; Machado et al, 2012; Dutra et al, 2010).

Os estimulos conhecidos para desencadear a diferenciacdo incluem a queda de pH
abaixo de 5,5 e o estresse metabdlico (Ferreira, 2012). Os tripomastigotas perdem aderéncia
pelo epitélio intestinal, sendo liberados na luz intestinal (Ferreira, 2012). As dejecGes do
inseto contem fezes e urina, ambas contendo os tripomastigotas metaciclicos, que s&o
eliminados para 0 meio externo e constituem a forma infectante. (Coura, 2013; Neves et al,
2011).
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Os tripomastigotas metaciclicos eliminados nas fezes e urina do triatomineo, durante
ou ap6s um repasto sanguineo, penetram pelo local da picada ou ainda por qualquer outra
solucéo de continuidade na pele (Figura 2). Uma vez ocorrida a penetracao, os tripomastigotas
interagem com ceélulas do sistema fagocitico mononuclear da pele ou mucosa. Apds a entrada
na célula hospedeira, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas em um periodo de 2 a
8 horas. Apds um periodo de quietude, as amastigotas iniciam seu ciclo celular e passam por
nove rodadas de replicagcdo por divisdo binaria antes de se diferenciarem em tripomastigotas
Apbs a diferenciacdo em tripomastigotas ocorre a ruptura da célula hospedeira. Dessa forma
os tripomastigotas caem na corrente sanguinea ou invadem células de qualquer tecido ou
6rgdo para a continuidade do ciclo. Os tripomastigotas sanguineos podem infectar tanto
células adjacentes como células em locais distantes. Qualquer célula nucleada de mamifero
pode ser parasitada, como cardiomiocitos, células musculares, células do sistema nervoso
central e periférico, sistema reticulo endotelial e tecido adiposo. (Coura, 2013; Machado et al,
2012; Epting et al, 2010).

O ciclo se fecha quando um novo triatomineo realizar o repasto sanguineo no

individuo infectado e ingerir formas tripomastigotas sanguineas (figura 2).
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Figura 2 - Representacao esquematica do ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi
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Legenda: O T. cruzi é naturalmente transmitido por inseto da triatomineos. (a) Durante o repasto sanguineo, o
inseto defeca na pele do hospedeiro mamifero. (b) Os tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes
penetra pela pele com solucéo de continuidade quando o hospedeiro mamifero coga o local da picada.
(c) Os tripomastigotas invadem as células locais e se diferenciam em formas amastigotas, que sdo
formas intracelulares replicativas. Apo6s a replicacdo, ocorre nova diferenciacdo para as formas
tripomastigotas e rompimento da células. (d) Apds a ruptura, os tripomastigotas sdo liberados e (e)
infectam novas células. (f) Alguns tripomastigotas retornam para a corrente sanguinea ou (g)
colonizam os tecidos muscular e neural. (h) Durante o repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero
infectados, os insetos sugam os tripomastigotas senguineas. (i) No intestino médio do inseto, os
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas, que replicam por divisao binaria e quando alcangam
o reto, essas formas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, completando o ciclo.

Fonte: Adaptado de Macedo et al, 2002

Relagdo parasito-hospedeiro

Por ser um parasito digenético, as interacdes do T. cruzi com seu vetor (triatomineos)
e 0s hospedeiros vertebrados sdo fundamentais para a manutencdo do seu ciclo biologico e
sobrevivéncia.

Os triatomineos sdo insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia

Triatominae e hematdfagos em qualquer fase da vida e por ambos os sexos (Peterson et al,
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2015; Santos, 2015; Carod-Artal e Gascon, 2010). Quando ingerem tripomastigotas durante
seu repasto sanguineo em mamiferos infectados, o ciclo do T. cruzi se inicia.

Depois de entrar no estbmago dos triatomineos junto com o sangue, 0s parasitos sao
confrontados com componentes da saliva (anticoagulantes que impedem a coagulacdo do
sangue no estdmago), enzimas digestivas e fortes mudancas como, temperatura, osmolaridade
e fornecimento de nutrientes (Kollien e Schaub, 2000). O trato intestinal dos triatomineos é
dividido em intestino anterior, médio e posterior, que diferem na morfologia e funcéo,
expondo o parasito a microambientes diferentes (Guaneri et al, 2012).

Pelo fato dos triatomineos serem hematdforos, o sangue continuamente esta sendo
digerido pela agdo de proteases, liberando, assim aminoécidos, peptideos e heme. O heme é
usado como co-fator nutricional e em varias hemeproteinas essenciais para 0 parasito, porem,
ele ndo possui uma via de biossintese completa da molécula, precisando adquirir o heme do
hospedeiro. Esse heme adquirido do triatomineo é necessario para a proliferacdo dos
epimastigotas (Guaneri et al, 2012).

A metaciclogénese (diferenciacdo da forma epimastigota ndo infecciosas para a
tripomastigota metaciclico) é quase exclusivamente no reto e pode ser correlacionado com a
fixacdo do parasito a parede retal e outros fatores que incluem o pH, a osmolaridade, soro do
mamifero, componentes de hemolinfa, extratos de intestino, estresse metabolico, AMPc e
ativadores de adenilato ciclase (Avila et al, 2003; Kollien e Schaub, 2000).

Durante o repasto sanguineo nos mamiferos, os triatomineos defecam, liberando
tripomastigotas metaciclicos nas fezes, que penetram no hospedeiro vertebrado através do
ferimento proporcionado pela picada do vetor, iniciando sua jornada no hospedeiro
vertebrado. Durante a picada do triatomineo, este injeta saliva contendo trialisina, que tem
capacidade de permeabilizar e lisar células procariontes e eucariontes, e lisofosfatidilcolina
(LPC), que tem atividade anti-hemostéatica, impedindo a agregacdo plaquetaria, induzindo a
migracdo de macrofagos para o local da picada e bloqueando a producdo de Oxido nitrico
(Guaneri et al, 2012) aumentando as chances de sobrevivéncia do parasito no hospedeiro
vertebrado.

Além dos componentes do préprio triatomineo que auxilia na sobrevivéncia e sucesso
da infecgéo, o T. cruzi tem desenvolvido mecanismos complexos para assegurar uma invasdo
bem sucedida da célula hospedeira. Os aspectos da invasdo celular variam entre os tipos
celulares que incluem as interacdes superficie-superficie, eventos enzimaticos, sinalizagdo

mediada pelo célcio, penetracdo do parasito na célula e fuga do vacutolo parasitéforo (Epting
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et al, 2010). Os primeiros passos do processo de interagdo célula-hospedeira pode ser dividido
em trés fases: a adesdo e reconhecimento, sinalizacdo, e invaséo (Souza et al, 2010)

Apds a adesdo do parasito a membrana da célula hospedeira, sinais moleculares séo
disparados por esta ligacéo, iniciando o processo de penetracdo em um vacuolo derivado de
sua membrana (Dutra et al, 2010). As proteinas envolvidas na ligagdo com a célula
hospedeira e invasdo sdo as transsialidase e as mucinas, além das glicoproteinas de superficie.
As transsialidases desempenham um papel importante na transferéncia do acido sialico do
hospedeiro, uma vez que o T. cruzi € incapaz de sintetizar o acido sialico, isso permite a
fixacdo, entrada e sobrevivéncia do parasito (Sibley, 2011)

Interacdes com células hospedeiras e a matriz extracelular ocorrer também, através de
um grupo grande e diverso de glicoproteinas de superficie, como a gp82 e gp35/50, que sdo
moléculas indutoras de sinalizagio através de Ca'™, e proteases. Os parasitos que penetram
nas células de maneira dependente da gp82 (T. cruzi Il), ativando uma cascata que envolve a
fosforilacdo de tirosina, proteina quinase C, serina, liberando o Ca*™ de reservatorios sensiveis
ao inusitol-1,4,5-trifosfato (Pls), ja os parasitos que se ligam as células atraves da gp35/50 (T.
cruzi 1), a liberagdo do Ca™ de acidocalciossomos é via sinaliza¢io envolvendo adenilato
ciclase e aumento do AMPc (Dutra et al, 2010; Epting et al, 2010). Em resposta a liberagédo
de calcio, ocorre o recrutamento de lisossomos perinucleares para o sitio de invasdo, nesse
local, lisossomos sdo incorporados imediatamente ao vacuolo parasitéforo (Dutra et al, 2010;
Epting et al, 2010).

Tem-se descrito uma nova via de penetracdo na célula hospedeira independente do
recrutamento de lisossomos, neste caso, a penetracdo do parasito ocorre através da
invaginacdo da membrana plasmética que acumula fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3)
(Dutra et al, 2010).

A exposicdo dos tripomastigotas ao ambiente acido provocado pela fusdo dos
lisossomos ao vacuolo parasitoforo, € importante para a ativacdo da porina-like TcTOX que
assumem conformacdo capaz de promover a lise do vacuolo para permitir a entrada do
parasito no citoplasma, para a finalizacdo do processo de diferenciacdo da forma
tripomastigota em amastigota, que se inicia em pH baixo no interior no vacuolo (Dutra et al,
2010; Epting et al, 2010). Ap6s um periodo de quietude, os amastigotas entram no ciclo
celular e passam por replicacdes antes da diferenciacdo em tripomastigotas (Epting et al,
2010). Com o rompimento da célula, as tripomastigotas infectam células adjacentes ou mais
distantes, podendo também infectar triatomineos durante seu repasto sanguineo em um

hospedeiro vertebrado infectado.
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Transmissao

A transmissdo do T. cruzi ocorre de diversas formas. As mais comuns sdo a
transmissao vetorial, a transfusdo sanguinea e a congénita. As formas alternativas, como a
transmissdo oral e o transplante de 6rgéos e acidentes em laboratério sdo também importantes.
Também s&o consideradas as formas excepcionais ou hipotéticas, como via sexual, através de
outros vetores e uso comunitario de drogas injetaveis (Dias e Neto, 2011).

A transmissdo vetorial € o mecanismo de transmissdo de maior importancia
epidemioldgica. A infeccdo ocorre pela penetracdo do tripomastigotas metaciclicos em
solucdo de continuidade da pele ou mucosa (Neves et al, 2011).

A transfusdo sanguinea é considerada o segundo mecanismo de importancia
epidemioldgica para a transmissdo do T. cruzi. Em grandes cidades esse mecanismo € de
extrema importancia, onde é alta a prevaléncia da infeccdo. O risco da aquisi¢cdo da doenca
apos uma transfusao esta entre 10-20% dependendo de fatores como, concentracdo do parasito
no sangue do doador, componentes do sangue transfundido e cepa do parasito. No Brasil, esse
mecanismo de transmissdo tem diminuido de importancia, devido ao aperfeicoamento dos
bancos de sangue (Neves et al, 2011; Rassi Jr et al, 2010).

Outro mecanismo importante é por via congénita, que ocorre quando existem ninhos
de amastigotas na placenta, onde ocorre a liberacdo de tripomastigotas que chegam a
circulacéo fetal. A transmissdo congénita ocorre em 5% das gravidas em algumas regides da
Bolivia, Chile e Paraguai. Em outros paises endémicos a taxa fica em torno de 1-2%. Essas
diferencas podem ser atribuidas a cepa do parasito a fatores placentarios e a metodologia
usada para a deteccdo dos casos. Devido ao controle vetorial, essa via tem diminuindo
progressivamente sua importancia (Neves et al, 2011; Rassi Jr et al, 2010).

A transmissdo oral pode ocorrer em diversas situagdes, como quando animais ingerem
triatomineos, canibalismos entre animais, ingestdo de alimentos contaminados com fezes e
urina de triatomineos e durante a amamentacdo. Na regido Norte do Brasil, a via oral tem
grande importancia, estando associada a microepidemias (Passo et al, 2012; Neves et al,
2011). Entre os anos de 1968 e 2007, foram registrados 592 casos de doenca de Chagas na
regido amazonica brasileira, desses casos, 587 foram confirmados como doenga de Chagas
aguda, sendo 440 deles associados a surtos familiares. Em 2006, foram notificados 116 casos
de doenca de Chagas aguda em todo Brasil, sendo essa forma de potencial risco para a Saude

Publica (Passos et al, 2012). A regido Norte contribui com a maior proporcao dos casos de
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transmissao oral entre os anos de 2000 e 2013 (91,1%), sendo o Pard, o estado que reline a
maior proporgao dos casos 75% e mais de 50% apresentam inicio dos sintomas entre 0s meses
de agosto e novembro, periodo que coincide com a safra de acai no Para (Ministério da Salde,
2015). Passos e colaboradores (2012) demonstraram que o T. cruzi consegue sobreviver por
144 horas a 4°C na polpa de acai in natura.

A transmissdo do T. cruzi via transplante de 6rgaos tem sido bem documentado na
Ameérica Latina e em areas ndo endémicas, como algumas regides dos Estados Unidos da
Ameérica e Canada, e muitas partes da Europa. Essa via de transmissao pode desencadear a
fase aguda grave, pois os receptores dos 6rgdos usam medicamentos imunossupressores,
tornando-se mais suscetiveis a infec¢do. Os casos em regides ndo endémicas pode ser maior
devido ao grande nimero de imigrantes originais de areas endémicas (Neves et al , 2011;
Rassi Jr et al, 2010).

Os acidentes laboratoriais podem ocorrer entre pesquisadores e técnicos que
manipulam o parasito em sangue de animais, vetores, pessoas infectadas e em cultura (Neves
etal, 2011).

A transmissdo via sexual ja foi demonstrado de modo experimental, mas nunca em
casos humanos (Neves et al, 2011).

Devido ao éxito no controle da transmissao da doenca de Chagas via vetorial, o Brasil,
recebeu em 2006, a certificacdo da interrupcdo da transmissdo vetorial pelo Triatoma
infestans, concedida pela Organizacdo Panamericana da Satde (Ministério da Saude, 2015).

Em 2015, o Ministério da Saude emitiu um Boletim Epidemioldgico evidenciando a
ocorréncia de casos da doenca na fase aguda transmitidos principalmente pela via oral, além
da prevaléncia de 0,02% de transmissdo vertical, sendo que 60% das criangas confirmadas
com a infeccdo pela via congénita eram do Rio Grande do Sul (Ministério da Saude, 2015).

Esses dados mostram que a transmissdo da doenca no Brasil ainda é preocupante, ndo
sO pela ascensdo da forma oral de transmisséo, mas pelo surgimento de novos vetores como o
Pantrongylus megistus que possui ampla distribuicdo geografica no Brasil, ¢ altamente

suscetivel a infeccdo por T. cruzi, e que vem se adaptando ao ambiente domiciliar.

Hospedeiro invertebrado (Triatomineos)

Os triatomineos apresentam ampla distribuicdo em diferentes ecotopos naturais de

regibes tropicais e subtropicais principalmente do continente americano (Figura 3). Os
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triatomineos sdo conhecidos popularmente como babeiro, bicho-de-parede, bicudo, chupéo,
chupanga, entre outros. S0 hematofagos, apresentando um rostro retilineo, um pouco mais
longo que a cabeca, e acoplado a regido gular, sob a cabeca, o aparelho bucal é do tipo
picador-sugador. Os triatomineos podem apresentar caracteristicas importantes para a
transmissdo da Doenga de Chagas, como (1) capacidade de domiciliacdo, (2) boa reproducéo
em ecotopos artificiais, (3) alta susceptibilidade a infec¢do por T. cruzi e alta capacidade de
metaciclogénese, (4) alto grau de antropofilia, (5) ingerstdo de volumes significativos de
sangue em curto tempo de repasto e (6) um curto intervalo entre repasto e defecacéo.
(Ferreira, 2012; Coura, 2013; Rey, 2013).

Os triatomineos tém porte relativamente grande, hemat6fagos restritos, eventualmente
realizando canibalismo e coprofagia, desta forma podendo transmitir o T. cruzi de vetor para
vetor. Tem vida relativamente longa (1-2 anos), apresentando ciclo de vida hemimetabolos
tipico, desde ovo, passando por cinco estagios ninfais e uma fase adulta, nesta surgindo as
asas e completa diferenciacdo sexual (Dutra et al, 2010; Coura, 2013).

A maioria das espécies € silvestre, cultivando habitos noturnos, alimentando-se
enquanto seus hospedeiros estdo dormindo e tendendo a voar pouco. A ingestdo de sangue
(10x seu peso em sangue) estimula a diurese e os triatomineos esvaziam o seu contetdo

intestinal proveniente da alimentacao anterior (Dutra et al, 2010; Coura, 2013).

Figura 3 - Classificacdo taxonémica da classe Insecta

CLASSE Insecta

ORDEM Hemiptera

FAMILIA Reduviidae

|
) v ) 1

GENERO Triatoma Panstrongylus Rhodnius
T. Infestans P. megistus R. prolixus
T. braziliensis P, geniculatus R. neglectus
T maculata P lignarius
T sordida
T rubrofasciata

ESPECIE T dimidiata

T. phyliosoma palliipennis
T guasayana

T. platensis

T. eratyrusiformis

T. patagonica

Fonte: Adaptado de Rey, 2013
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Embora existam mais de 130 espécies de triatomineos, apenas algumas séo capazes de
se infectar e transmitir o T. cruzi. As espécies de maior importancia na transmissdo da
tripanossomiase americana para a populacdo humana sdo: Triatoma infestans, Rhodnius
prolixus, Panstrongylus megistus, e Triatoma brasiliensis (Figura 4) (Coura, 2013; Ferreira,
2012; Carod-Artal e Gascon, 2010).

A diferenciacdo entre os trés géneros pode ser feita comparando o posicionamento da
insercdo da antena em relacdo aos olhos do inseto. Em Panstrongylus, o tubérculo onde a
antena é implantada localiza-se junto ao olho, ja no género Rhodnius a antena é inserida na
extremidade anterior do clipeo, longe do olho, por ultimo, no género Triatoma, a inser¢ao da
antena é localizada entre o clipeo e o olho do inseto (Ferreira, 2012).

Figura 4 — Principais vetores da doenca de Chagas
A) B)

Sl

/

Legenda: A) Triatoma infestans (Klug, 1834). B) Rhodnius prolixus (Stal, 1859). C) Panstrongylus megistus
(Burmeister, 1835). D) Triatoma dimidiata. E) Triatoma brasiliensis (Neiva, 1911).
Fontes: Galvdo e Gongalves-Gurgel, 2014; Coutinho, 2013; Bellini, 2012,

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas e a distribuicdo das espécies mais importantes
na transmissao da doenca de Chagas.



Tabela 2 - Caracteristicas e ocorréncia das principais espécies transmissoras da doenca de Chagas

Espécie Caracteristica Ocorréncia Referéncia
Adaptada ao domicilio humano, encontrada | Argentina, Bolivia, Chile, Paraguai, Peru, Uruguai e | Panzera, 2014
particularmente nas frestas das paredes de | Brasil. No Brasil, ocorria em todas as regides. Apds a | Rey, 2013

Triatoma casas sem reboco, telhados de palha e atrés | implantacdo do Programa de Controle da Doenca de | Gurgel-Gongalves,

infestans de caixas ou objetos que possa esconder-se | Chagas no Brasil, os focos estéo restritos ao sudoeste | 2012
durante o dia, por vezes é capaz de desalojar | do Piaui, sul de Tocantins, nordeste de Goias, oeste | Dutra et al, 2010
outras espécies quando invade as casas em | da Bahia e nordeste do Rio Grande do Sul.
novas areas

Triatoma Habita tanto ambientes domiciliares como | Nordeste brasileiro (Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio | Ferreira, 2012

brasiliensis | silvestres. De controle dificil devido seu | Grande do Norte e Paraiba), onde é freqiientemente o | Gurgel-Gongalves,

ambiente silvestre, geralmente préximo as
casa e com alta densidade populacional

Unico triatomineo encontrado no interior dos
domicilios humanos. Amplamente distribuido na
Caatinga.

2012
Dutra et al, 2010

Panstrongylus
megistus

Ampla distribuicdo no territorio brasileiro e
elevada suscetibilidade ao Trypanosoma
cruzi, sendo domiciliar, peridomiciliar ou
silvestre, dependendo da regiéo.

Brasil, Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai.
Amplamente distribuidos por todo o Brasil, nas
regibes de Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga. No
sul, ele ocorre principalmente em ec6topos silvestres
e no sudeste e nas areas do nordeste.

Rey, 2013
Ferreira 2012
Gurgel-Gongalves,
2012

Dutra et al, 2010

Rhodnius
prolixus

Encontrado nos tetos de palhas das casas;
habita o peridomicilio e o0s ecétopos
naturais, como tocas e ninhos de tatus,
pacas, ouricos e aves. Como seus OVOS
aderem ao substrato, aves podem ser
importantes agentes de dispersdo das
espécies para grandes distancias, quando
encontra-se habitando esses ninhos

Encontrada no México, América Central e América
do Sul (Colémbia, Venezuela, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, Brasil e Bolivia). Na Colémbia e
Venezuela é uma espécie de grande importancia, pois
apresenta habito domeéstico, sendo que na Venezuela,
chega a constituir 90% da populacéo de triatomineos
capturados nas casas. No Brasil, pode ser encontrado
na Regido Amazonica

Rey, 2013
Dutra et al, 2010
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Epidemiologia

Cerca de 100 milhGes de pessoas vivem em regides onde os triatomineos sdo
detectados. A doenca de Chagas € transmitida desde o sul do Texas (EUA), passando pelo
México, América Central e América do Sul, incluindo paises como Brasil, Venezuela,
Colémbia, norte da Argentina e norte do Chile (Carod-Artal e Gascon, 2010).

Na década de 1980, o numero de individuos infectados com T. cruzi em &reas
endémicas na América Latina foi estimado entre 16 a 18 milhGes. Apds a implantagdo de
diversos programas de controle de vetores do parasito e rastreamento de bancos de sangues
em regibes endémicas, houve um declinio na prevaléncia de doenca Chagas para cerca de 11
milhdes de casos no final de 1990 e 7,6 milhGes de casos em 2006 (Malik et al, 2015).
Atualmente, estima-se que 8 milhGes de pessoas estejam infectadas com T. cruzi em todo o
mundo, principalmente na América Latina (Figura 5), podendo causar a incapacidade nesses
individuos infectados e mais de 10 mil mortes por ano (WHO, 2016).

Por muitas décadas a doencga de Chagas foi considerada uma doenca de areas rurais,
porém com migracOes rural-urbana em muitos paises da América Latina nos Gltimos anos, o
padrdo epidemiolégico mudou. A doenca de Chagas também é uma doenca emergente em
paises desenvolvidos, devido a migracdo de milhares de individuos infectados, muitos deles
assintomaticos, para esses paises. (Carod-Artal e Gascon, 2010). O transfusdo sanguinea e 0
transplante de 6rgdos oriundos de individuos infectados pode servir de mecanismo de

transmissdo e propagacdo da doenca, principalmente em paises ndo endémicos (WHO, 2016).
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Figura 5 - Distribuicdo dos casos da doenca de Chagas em todo mundo com estimativas
oficiais de 2010-2013
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Fonte: Adaptado de WHO, 2014.

Aproximadamente 12% da populagdo do Brasil vive em areas endémicas e a
prevaléncia nacional é estimada em 1,0% (Stanaway e Roth, 2015).

No ano de 2015, o Ministério da Saude emitiu um Boletim epidemioldgico dos casos
de doenca de Chagas aguda e da distribuicdo dos triatomineos no Brasil entre os anos de 2000
e 2013. Entre os casos de doengca de Chagas aguda confirmados, observou-se que a
transmissdo oral foi a mais frequente (68,9%) em todos os anos. Apesar de o Brasil ter
recebido em 2006 a certificacdo da interrupcdo da transmissdo vetorial pelo Triatoma
infenstans, ainda ha registros de transmissao vetorial, porem em menor proprocao (6,4%). Em
relacdo a transmisséo vertical, 50% dos registros ocorreram no estado do Rio Grande do Sul
(Ministério da Saude, 2015).

A regido Norte contribui com a maior proporgao dos casos de transmisséo oral entre os
anos de 2000 e 2013 (91,1%), sendo o Para, o estado que reine a maior propor¢do dos caso
75% e mais de 50% apresentam inicio dos sintomas entre 0s meses de agosto e novembro,

periodo que coincide com a safra de acai no Para (Ministrério da Saude, 2015).



38

Em relag8o a distribuicdo das espécies de triatomineos no territorio brasileiro, foram
identificadas 62 espécies habitando a é&reas intra e peridomicilio. As espécies que
apresentaram as maiores taxas de infecgdo foram T. vitticeps (52%), R. robustus (33,3%) e P.
lutzi (29,4%), sendo que o T. vitticeps se apresenta com maior frequencia na regido Sudeste,
nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo (Ministério da satde, 2015).

A Argentina tem a maior prevaléncia da doenca de Chagas entre os paises do sul da
Ameérica Latina, onde 18,8% da populagédo vive em areas endémicas e a prevaléncia estimada
em 4,1%, porém muitos estudos relatam que em algumas comunidades a prevaléncia seja
superior a 25%, na provincia de Chaco a prevaléncia foi estimada em 53%. O Chile e o
Uruguai foram considerados a transmissdo vetorial interrompida (Stanaway e Roth, 2015). A
Tabela 3, apresenta a prevaléncia da doenca de Chagas (DC) em outros paises da América

Latina.

Tabela 3 - Relacdo da percentagem da populagdo de areas endémicas com a soroprevaléncia
da doenca de Chagas (DC).

Paises Populacédo de areas soroprevaléncia
endémicas (%) para DC (%)

Bolivia 31,5 6,8
Colémbia 10 1
Equador 46,9 1,7
México 27,6 1
Panama 30,9 0,006

Peru 12,4 0,7
Venezuela 18,5 1,2

Fonte: Dados obtidos de Stanaway e Roth, 2015.

Patogenia

A doenca de Chagas apresenta curso clinico bifasico, sendo dividida em fase aguda e
fase crbnica. A fase crbnica pode ser dividida em forma crbnica indeterminada e forma
cronica sintomatica. Apds infeccdo hd um curto periodo de incubacgdo de 1 a 2 semanas, apos
esse tempo inicia-se a fase aguda, que dura normalmente 8 a 12 semanas. Cerca de 30% dos
individuos infectados avanca para a fase crénica sintomatica, mas a maioria evolui para a fase

crbnica indeterminada (Malik et al, 2015).
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A doenca é observada geralmente, e em sua forma mais grave, em criangas com menos
de cinco anos de idade, nas quais 0s sintomas de comprometimento do sistema nervoso
central podem predominar. Em criangas mais velhas e adultos a doenca ocorre, em geral, de
forma mais branda, subaguda ou crénica (Markell et al, 2003).

A fase aguda caracteriza-se pela parasitemia patente (os tripanossomos sdo facilmente
encontrados no sangue), reduzida resposta celular a antigenos de T. cruzi no teste
intradermico e baixos titulos de anticorpos especificos da classe 1gG (Ferreira, 2012). Nesta
fase pode ocorrer varias manifestacGes clinicas, com sintomas inespecificos, incluindo febre,
dor de cabeca, mialgia, edema facial, dor abdominal, hepatoesplenomegalia e linfodenopatia.
Os sintomas aparecem 1-2 semanas apos a infeccdo, ou até alguns meses apos a transfuséo de
sangue infectado. Uma pequeno numero de pacientes podem apresentar o chagoma de
inoculacdo, num nodulo inflamatério no local da inoculacdo, ou o sinal de Romana (edema
bipalperal e unilateral) (Figura 6). Durante essa fase os pacientes podem manifestar arritmias,
nos casos mais graves, podem manifestar miocardite, meningoencefalite (Malik et al, 2015;
Carod-Artal e Gascon, 2010; Rassi Jr et al, 2010). A morte ocorre ocasionalmente na fase

aguda em cerca de 5-10% dos casos sintomaticos (Rassi Jr et al, 2010).

Figura 6 - Sinais no local de penetragéo do T. cruzi

A

Legenda: A) Sinal de Romafia (Fonte: Rey, 2013). B) Chagona de inoculagéo
Fonte: Adaptado de Sangenis et al, 2015.

ApoOs a fase aguda da doenca, a maioria dos individuos entram na fase cronica
indeterminada. A forma cronica indeterminada (latente) pode ser caracterizada por (1)
positividade de exames soroldgicos e/ou parasitolégicos, (2) auséncia de sintomas e/ou sinais
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da doenca, (3) eletrocardiograma normal e (4) imagem radiograficas normais do coragéo,
esodfago e colon (Malik, 2015; Neves, 2011).

Dos pacientes infectados cerca de 20-30% progride da fase indeterminada para a fase
crbnica sintomatica da doenca, essa progressdo pode ocorrer apos, até 30 anos de infecgéo.
Essa fase apresenta duas formas clinicas muito importantes pela frequencia em que ocorre, a
forma cardiaca e a digestiva (Figura 7). A forma crbnica mais frequente da doenca é a
cardiopatia, a qual estd associada a dilatacdo do ventriculo esquerdo, aneurisma, insuficiéncia
cardiaca congestiva, tromboembolismo, arritmias ventriculares e morte subita. Cardiomiopatia
chagésica tem elevado significativamente risco de acidente vascular cerebral (Malik et al,
2015; Carod-Artal e Gascon, 2010). Em, pelo menos, 10-20% dos pacientes, distlrbios
gastrointestinais podem ocorrer, como megaes6fago e megacolon que pode provocar
constipacdo crénica e desnutricdo (Carod-Artal e Gascon, 2010)

A reativacdo da doenca de Chagas pode ocorrer em pacientes infectados cronicamente
que se tornaram imunologicamente comprometidos, como pacientes co-infectados com HIV
ou que estdo recebendo drogas imunossupressoras. Nesses pacientes pode ocorrer uma forma
cerebral, observando--se geralmente meningoencefalite (Rey, 2013; Ferreira, 2012; Rassi Jr et
al, 2010).

Figura 7 - Radiografias do coracdo, es6fago e célon, representando as comorbidades da
doenca de Chagas na fase cronica

A B C

Legenda: A) Cardiopatia chagasica. B) Megaesdfago. C) Megacolon.
Fonte: Rassi Jr et al, 2010.
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Cepa Y e Clone Dm28c de Trypanosoma cruzi

T. cruzi constitui-se de cepas com comportamentos peculiares especialmente quando
utilizados em modelos experimentais.

A cepa Y, pertencente ao grupo T. cruzi Il (Zingales et al., 2009), foi isolada pelo dr.
V. Nussenzweig de uma paciente japonesa ou descendente de japoneses. A paciente foi
admitida em 1950 na Divisdo de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas
de Séo Paulo, com febre como manifestacdo dominante. Tanto a paciente quanto a filha (que
apresentava febre), ambas oriundas de uma fazenda localizada na &rea rural de Marilia (estado
de Sao Paulo), foram diagnosticada com doenca de Chagas na fase aguda. Os parasitos
isolados desses pacientes mostraram peculiaridades que foram estudadas no Departamento de
Parasitologia de Medicina de S&o Paulo. Estudos demonstraram sua viruléncia elevada, onde
animais inoculados tiveram alta mortalidade, devido a isso, 0 protozoario obteve uma
caracterizacdo especial, recebendo a designacdo de cepa Y, primeira letra do nome da
paciente mais nova. Ap0s 25 anos, a paciente mais jovem ndo apresentou nenhuma
manifestacdo ou distarbio, apesar da cepa ter se mostrado extremamente virulenta em estudos
experimentais (Neto, 2010).

Existe muita controvérsia quanto a viruléncia e tropismo dessa cepa, ja sendo sugerido
a existéncia de uma cepa Y mutante avirulenta (Menezes, 1971). Alguns trabalhos
observaram parasitismo preferencial por fibras musculares lisas, esqueléticas e cardiacas,
sendo baixo e transitério seu parasitismo no baco e figado. Também ja foi observado um
intenso parasitismo e inflamacdo na bexiga, pancreas e canal espermatico (Souza e Alencar,
1984). Outro ponto de discussao é sobre seu intenso macrofagotropismo que foi observado em
alguns trabalhos e em outros ndo (Souza e Alencar, 1984).

Pinto e colaboradores (1999) provaram pela primeira vez a presenca das formas
epimastigotas e amastigotas, juntamente com tripomastigotas da cepa Y no sangue circulante
de camundongos Balb/c machos, além de demonstrar que a distribuicdo de ninhos de
amastigotas no figado e no bacgo é irregular.

O clone Dm28c, pertencente ao grupo T. cruzi | (Zingales et al., 2009), foi obtido
através de micromanipulacdo de um isolado de gamba (cepa Dm28) por Goldenberg e
colaboradores (1984). A fim de estudar os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao

de genes no Trypanosoma cruzi, fez-se necessario o desenvolvimento de um clone para evitar
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heterogeneidade populacional encontrado dentro de uma cepa. A cepa escolhida pelos autores
do estudo foi a Dm28.

A cepa Dm28 foi isolada originalmente de uma espécie de gamba venezuelano
(Didelphis marsupialis). Para a obtencdo do clone, os tripomastigotas de T. cruzi cepa Dm28
foram diluidos em meio de cultura até a obtencéo da concentragdo de um parasito por cinco
microlitros e usados para infectar oralmente camundongos recém nascidos. Dessa infec¢cdo
foram obtidos trés clones com periodos de pré patencia de 8, 12 e 17 dias, definindo os clones
de T. cruzi Dm28a, Dm28b e Dm28c, respectivamente. O clone Dm28c foi mantido em
culturas axénicas em meio LIT e em triatomineos com passagens entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados (Contreras et al, 1988).

As culturas axénicas de epimastigotas de Dm28c se mostraram similares as formas
encontradas no hospedeiro invertebrado. Quando as formas epimastigotas do clone Dm28c
foram incubadas em meio TAUP (Urina de Triatomineo artificial suplementado com prolina)
ou TAU3AAG (TAUP suplementado com glicose, acido aspartico e glutamato de sodio)
apresentaram uma alta diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos apds seis dias de
incubacdo, e estes, apresentaram propriedades similares aos tripomastigotas metaciclicos
obtidos de excretas de triatomineos (Goldenberg et al, 1984; Contreras et al, 1988).

As propriedades bioldgicas das formas tripomastigotas do clone ndo mudam de acordo
com a proveniéncia delas (de triatomineos, de camundongos infectados, de cultura celular ou
meios TAUP e TAU3AAG) e os tripomastigotas provenientes do meio TAU3AAG apresenta
alto grau de infectividade para fibroblastos e células musculares. Mostrando assim que clone
Dm28c reproduz o comportamento biolégico do T. cruzi, sendo apropriado para os estudos da
interacdo parasito-célula e isolamento de macromoléculas (Contreras et al, 1988).

Tratamento

O tratamento da doenga de Chagas limita-se no uso de dois farmacos disponiveis que
sdo o nifurtimox (Figura 8A) e o benznidazol (Figura 8B). O nifurtimox é um derivado do
nitrofurano produzido pela Bayer e o benznidazol é um derivado do nitroimidazol, que por
muitos anos foi produzido pela Roche, porém ao parar a sua fabricacdo, a producdo do

farmaco foi transferido para o governo brasileiro associado a empresa farmacéutica,
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Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes- LAFEPE
(Barrett e Croft, 2012) .

O nifurtimox, 5-nitrofurano [3-metil-4-(5’-nitrofurfurildienoamina) tetrahidro-4H-1,4-
tiazi-1,1-dioxido], comercializado pela Bayer com o nome comercial de Lampit, foi
introduzido para tratar a doenca de Chagas na fase aguda na década de 1960. O farmaco é
tripanomicida tanto para as formas tripomastigotas circulantes como para amastigotas
(Bermudez et al, 2016; Barrett e Croft, 2012). Tem sido a principal terapia contra doenca de
Chagas nos Estados Unidos (Bermudez et al, 2016). O nifurtimox possui meia-vida curta (3
horas) e a poténcia tripanossomicida é fraco e por isso a droga é administrada por periodos
prolongados (Barrett e Croft, 2012).

O mecanismo de acdo do nifurtimox estd baseado na formacdo de um radical
nitroanion (R-NO3), pela acdo de nitroredutases do citocromo p450 dependentes de NADPH,
gerando um ciclo redox com a formacéo de ion superdxido (O) e de perdxido de hidrogénio
(H,0,). Essas espécies reativas de oxigénio na presenca de Fe** formam o radical livre
hidroxil (OH"), que pode ligar-se a proteinas, a lipideos e ao DNA, provocando perda de
funcdo, gerando danos que comprometem a vida do parasito (Dutra et al, 2010). As diferentes
linhagens de T. cruzi mostram diferencas significativas na suscetibilidade ao farmaco,
possivelmente por causa de diferentes niveis de enzimas nitroredutase necessarios para a
ativacdo de expressao (Barrett e Croft, 2012).

O outro medicamento usado no tratamento da doenca de Chagas é o benznidazol, N-
benzil-2-nitroimidazol-1-acetamina, introduzido na década de 1970, tem atividade variavel
em diferentes cepas de T. cruzi (Barrett e Croft, 2012). O mecanismo de acdo desse farmaco
estd baseado principalmente na inibicdo das funcbes de diferentes macromoléculas,
principalmente enzimas e lipideos, devido a ligacdo covalente entre essas e 0s metabolitos
reduzidos derivados do benznidazol. O benznidazol também é capaz de aumentar a atividade
fagocitica, a atividade tripanomicida do interferon gama e promover a inibi¢cdo da fumarato
redutase NADPH-dependente do T. cruzi (Dutra et al, 2010).
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Figura 8 - Estrutura quimica dos farmacos utilizados contra a doenca de Chagas
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Legenda: A) Nifurtimox; B) Benznidazol.
Fonte: Barrett e Croft, 2012

Esses farmacos utilizados no tratamento de pacientes acometidos com a doenca de
Chagas apresentam diversos efeitos colaterais. J& foram relatados efeitos tdxicos do
nifurtimox para o sistema nervoso central e periférico, anorexia, perda de peso, excitabilidade
ou perda de sono. Problemas gastrointestinais como nauseas, colicas estomacais, vomitos e
diarréia sdao comuns (Barrett e Croft, 2012; Salas et al, 2011; Dutra et al, 2010). A baixa
solubilidade do benznidazol combinada uma alta dose por longo tratamento, o que pode
causar diversas manifestacbes cutdneas como, hipersensibilidade cutanea, dermatite com
erupcdes, além de anorexia, nauseas, vomitos, dor de cabeca, congestdo, vertigem e as
manifestaces mais graves incluem depressdo de medula 6ssea e sistema nervoso central,
trombocitopénia e agranulocitose (Bermudez et al, 2016; Salas et al, 2011; Dutra et al, 2010).
Estudos experimentais de toxicidade do nifurtimox evidenciaram danos testiculares,
toxicidade do ovério e efeitos deletérios na glandula adrenal, no colon, eséfago e tecido
mamario. Ja no caso do benznidazol foram observados efeitos deletérios na supra-renal, c6lon
e es6fago, além de inibir o metabolismo de varios xenobioticos biotransformados pelo sistema
do citocromo P450 (Salas et al, 2011).

Apesar dos diversos efeitos colaterais apresentados pelos dois farmacos, o tratamento
tripanossomicida é altamente recomendado para todos os casos de doenca de Chagas na fase
aguda, congénita e para pacientes de até 18 anos com a doenca na fase cronica. Esse
tratamento € contra indicado durante a gravidez e em pacientes com deficiéncia renal grave ou
insuficiéncia hepatica. Por apresentar o melhor perfil de seguranca e eficacia, o benznidazol
esta sendo utilizado como primeira escolha no tratamento da doenca de Chagas (Rassi Jr et al,
2010).
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O regime de tratamento recomendado para o uso do nifurtimox é que na fase aguda ou
casos congénitos da doenca de Chagas, utiliza-se 8-10 mg/ Kg/ dia, divididos em duas a trés
doses por dia, durante 30 a 60 dias consecutivos e para as infecgdes crbénicas recentes ou
individuos infectados nos ultimos 10 anos, deve ser de 8 mg/ Kg/ dia durante 30-60 dias,
podendo se prolongar por até cinco meses ou mais em pacientes reincidentes ou
imunocomprometidos. Em criangas a dose pode chegar a 15 mg/ Kg/ dia, divididos em trés
dose por dia, durante 60 a 90 dias (Bermudez et al, 2016; Dutra et al, 2010; Rassi Jr et al,
2010).

Jé& para o uso do benznidazol, o recomendado é que na fase aguda ou casos congénitos
da doenca de Chagas, utiliza-se 5-7,5mg/Kg/dia, divididos em duas a trés doses por dia,
durante 30 a 60 dias consecutivos e para as infeccdes cronicas recentes ou individuos
infectados nos Gltimos 10 anos, deve ser de 5 mg/ Kg/ dia durante 30-60 dias. Em criancas a
dose pode chegar a 10 mg/ Kg/ dia, dividido em duas ou trés doses, durante até 60 dias
(Bermudez et al, 2016; Dutra et al, 2010; Rassi Jr et al, 2010). Devido a baixa solubilidade
que afeta a sua biodisponibilidade, o benznidazol apresenta pouca acdo contra formas
intracelulares do parasito e, portanto, pouca eficacia na fase crénica da doenca (Bermudez et
al, 2016);

Tabela 4 - Caracteristicas do Benznidazol e Nifurtimox

Farmaco Benznidazol Nifurtimox
Mecanismo de | Inibicdo das fungdes de diferentes | Geragdo de ciclo redox com
acao macromoléculas (enzimas e lipideos) formacéo de ion superdxido e
perdxido de hidrogénio
Recomendacédo | Todos os casos de doenga de Chagas na fase aguda, congénita e para
paciente de até 18 anos com a doenca na fase cronica
Contra Gravidez, pacientes com deficiéncia renal grave ou insuficiéncia hepatica
indicacao

Administracao

5-7,5mg/Kg/dia, divididos em duas a trés
doses por dia, durante 30 a 60 dias
consecutivos;

Criancas: 10 mg/Kg/dia, dividido em duas
ou trés doses, durante até 60 dias

8-10 mg/Kg/dia, divididos
em duas a trés doses por dia,

durante 30 a 60 dias
consecutivos;
Criancas: 15 mg/Kg/dia,

divididos em trés dose por
dia, durante 60 a 90 dias

Efeitos
Adversos

Hipersensibilidade cutanea, dermatite com
erupgdes, anorexia, nauseas, vomitos, dor
de cabeca, congestdo, vertigem, depressao
de medula 6ssea e sistema nervoso central

Efeitos tdxicos para o
sistema nervoso central e
periférico, anorexia, perda de
peso, perda de sono,
problemas gastrointestinais
(nauseas, colicas estomacais,
vomitos e diarréia)
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Recentemente, estudos tém sido conduzidos para avaliar o impacto do tratamento com
0 benznidazol na fase cronica. Em um estudo com pacientes de 49 centros no Brasil,
Argentina, Colémbia, Bolivia e El Salvador, com a cardiopatia estabelecida, o tratamento com
benznidazol foi capaz de reduzir os parasitos sanguineos, mas nao foi capaz de alterar o curso
do dano cardiaco (Morillo et al, 2015).

Quinonas, Naftoquinonas e Pterocarpano

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabolitos de distribuicéo
natural. Na natureza estdo envolvidas em etapas importantes do ciclo de vida de seres vivos,
como, nos niveis da cadeia respiratoria e da fotossintese (ubiquinonas e plastoquininas) e a¢cdo
controladora da coagulacdo sanguinea desempenhado pela vitamina K, que é uma
naftoquinona. As quinonas naturais sdo vitais para liquens, algas, bactérias, fungos,
artropodes e vegetais superiores. Com base na estrutura molecular, as quinonas sao divididas
em trés diferentes grupos de acordo com o anel quinonoidica (Figura 9): Benzoquinonas (um
anel benzénico), Naftoquinonas (um anel naftalénico) e Antraquinonas (um anel antracénico

linear ou angular) (Silva et al, 2003).

Figura 9 - Classificacdo das quinonas

A B C
0 O o)
[ I |
I I |
0 O @)

Legenda: A) Benzoquinona. B) Naftoquinona. C) Antraquinona.
Fonte: Adaptado de Silva et al, 2003.

As naftoquinonas sdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Suas estruturas

moleculares fornecem propriedades redox, que podem interferir em processos oxidativos. O
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lapachol e a B-lapachona sdo naftoquinonas bioativas, encontradas em plantas da familia
Bignoniacea, particularmente do género Tabebuia que sdo abundantes na regido tropical
(Menna-Barreto et al, 2009; Silva et al, 2003)

A B-lapachona tem sido encontrada como constituinte minoritario durante o
isolamento de outras naftoquinonas, porém mostra uma diversificada a¢do farmacoldgica
(Silva et al, 2003) e tem sido o objeto de intensa investigagdo como um composto potencial
para a terapia do cancer, uma vez que o seu efeito citotoxico € associada a topoisomerases e
inibicdo da apoptose. A atividade tripanomicida de B-lapachona esta relacionada com a
geracdo de radicais livres e inibigdo de biossintese de macromoléculas. O tratamento das trés
formas evolutivas de T. cruzi, com esta naftoquinona conduz alteracdes sugestivas de
apoptose (Menna-Barreto et al, 2009). Moléculas deviradas da [-lapachona, como
naftoimidazoles e naftofuranoquinona, demonstram efeitos em T. cruzi. Os naftoimidazoles
sdo ativos nas trés formas evolutivas de T. cruzi, com autofagia como um dos possiveis
mecanismo de acdo, sendo a via endolitica seu principal alvo (Menna-Barreto et al, 2007), ja
os naftofuranoquinona tem acdo in vitro sobre epimastigotas, tripomastigotas sanguineas e
amastigotas intracelulares, com aumento de producdo de ROS e danos graves a mitocondria
(Menna-Barreto et al, 2009).

O lapachol (2-hidroxi-3-(e-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona) é extraido do Ipé roxo
(Tabebuia avellanedae Lor, Bignoniacea). Isolado primeiramente por Parten6 em 1886, tendo
sua estrutura quimica estabelecida desde 1896, por Hooker. O principal interesse no lapachol
consiste em sua capacidade de induzir o estresse oxidativo através da formacdo de espécies
reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, anion-radical superdxido e o radical
hidroxila. J& foram comprovadas diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas do lapachol
e seus derivados tais como a acdo citostatica (contra diversos tumores), antiviral,
bacteriostatica, fungistatica, cercaricida, moluscicida (atividade contra caramujos
Biomphalaria glabrata), leishmanicida (agdo nas formas amastigotas intrcelulares de
Leishnania (V.) braziliensis) tripanomicida (ag¢&o nas formas tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi), antitérmica, antimalarico (atividade contra eritrocitos parasitados por Plasmodium
falciparum), efeitos anticoagulantes por inibicdo da enzima envolvida na bioquimica da
vitamina K, atividade anti-inflamatdria (Hussain et al, 2007; Silva et al, 2003; Araujo et al,
2002; Oliveira et al, 1990).

O mecanismo de agdo das quinonas e seus derivados esta relacionado a sua capacidade
de induzir o estresse oxidativo nas células. As estruturas desses compostos participam do

ciclo redox mitocondrial, pela acdo de enzimas, forma-se um &nion semiquinona que €
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catalisado pelas enzimas NADPH citocromo P450 redutase e NADPH citocromo b5 redutase.
Quando ocorre a formacdo da semiquinona, esta reduz o oxigénio molecular em &nion-radical
superdxido, que na presenca da enzima superoxido dismutase, é transformado em peroxido de
hidrogénio. O anion-radical superoxido, por catalise com metais de transicdo ou reagdo com o
peroxido de hidrogénio, gera o radical hidroxila no interior da celula, sendo estas as espécies
principais responsaveis por gerar o estresse oxidativo na célula (Silva et al, 2003).

Os pterocarpanos sdo compostos naturais que tem um anel tetraciclico derivado de um
esqueleto de um isoflavonoide base e uma ligacao éter. Estudos com pterocarpanos como o
2,3,9-trimetiloxipterocarpano mostrou que ser capaz de bloquear o ciclo células de cancer de
mama pela inibicdo da separacdo dos fusos durante a mitose (Militdo et al, 2014). O aza-
deoxi-pterocarpano mostrou ser ativo contra células de linhagem leucémica pela inducdo de
apoptose (Buarque et al, 2014).

Devido ao grande potencial das naftoquinonas e dos pterocarpanos, foram
desenvolvidas moléculas juntando esses dois componentes, as pterocapanoquinonas. Entre
essas moléculas estdo a LQB-118 (Costa, 2009).

LQB-118

A pterocarpanoquinona LQB-118 €é uma molécula sintética produzida pela
hibridizacdo de uma naftoquinona (lapachol) com uma pterocarpano (Figura 10). Ao longo de
diversos trabalhos, a LQB-118 estd se mostrando uma molécula promissora, com acao
antitumoral e antiparasitaria. Entre as atividades observadas destacam-se a capacidade de
inducdo de morte celular por apoptose. A molécula reduz a viabilidade em células de
linhagem de leucemia mieloide crénica (LMC), tanto em células sensiveis quanto resistentes a
medicamentos antineoplasicos, induz apoptose em células de pacientes com LMC (Maia et al,
2011) e em linhagem celular de leucemia aguda. Foi observado também aumento de calcio em
ambas as linhagens e despolarizacdo da membrana mitocondrial nas células de linhagem de
LMC (Sa Bacelar et al, 2013). A LQB-118 tambem induz apoptose em células de linhagem de
leucemia mieldide aguda por inibicdo de inibidores de apoptose (Souza Reis et al, 2013).
Além das linhagens de células de leucenia mieldide aguda e cronica, foi visto in vitro, a agdo
da LQB-118 levando a inibi¢&o da proliferacdo e inducéo de apoptose em células de cancer de
préstata (Martino et al, 2014)
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Os efeitos antiparasitarios da LQB-118 foram vistos contra Toxoplasma gondii
provocando alteracdo morfoldgicas e conversdo dos taquizoitos em bradizoitos (Portes et al,
2012). Em Leismania amazonensis, a LQB-118 induz morte por apoptose e diminuicdo da
producdo de ATP em promastigotas. Em amastigotas foram vistos aumento da producéo de
ROS nas primeiras horas de incubacdo com a molécula e fragmentacdo do DNA (Ribeiro et
al, 2013). Em macrdéfagos infectados reduziu o nimero de amastigotas, em Balb/c infectados
com L. amazonensis a administracdo pela via oral é capaz de diminuir a lesdo e a carga
parasitaria (Cunha-Janior et al, 2011). Resultados semelhantes foram observados pelo nosso
grupo em estudos com L. braziliensis, com aumento da producdo de ROS, reducédo de ATP,
sugerindo disfuncdo mitocondrial e inducdo de apoptose em promastigotas. Quando
administrada por via oral ou intralesional, a LQB-118 diminui significativamente o tamanho
da lesdo e a carga parasitaria em hamster infectados com L. braziliensis (Costa et al, 2014).

Devido ao grande espectro de acdo da peterocarpanoquinona LQB-118 abrangendo
atividade antitumoral e antiparasitaria, sobretudo em duas diferentes espécies de Leishmania,
nosso grupo iniciou um estudo da acdo da molécula em Trypanosoma cruzi. Um vez que 0S
unicos medicamentos disponiveis para tratar a doenca de Chagas sdo tdxicos e tem sua
eficdcia limitada a fase aguda da doenca, o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas é prioritario.

Figura 10 - Estrutura quimica da LQB-118 e de seus precursores
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Fonte: Adaptado de Cunha-Janior et al, 2011
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1 OBJETIVO

1.1 Geral

O presente trabalho tem como objetivo investigar o mecanismo de acdo da
pterocarpanoquinona LQB-118 sobre formas epimastigota de Trypanosoma cruzi e Sseu

potencial terapéutico na fase aguda da doenca de Chagas experimental.

1.2 Especificos

Avaliar a atividade sobre as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (clone
Dm28c) determinando a ICsg (dose inibitdrio de 50%).

Avaliar a cinética de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzida por
LQB-118 nas formas epimastigotas de T. cruzi (clone Dm28c).

Avaliar ultraestrutural de epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Dm28c) tratadas com
LQB-118.

Avaliar preditiva de parametros toxicoldgicos in silico.

Avaliar o potencial terapéutico da LQB-118 administrada pela via oral na fase aguda

da doenca de Chagas em modelo murino.



51

2 MATERIAL E METODOS

Consideracdes éticas

Todos os procedimentos com os animais foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica para cuidados e uso de animais experimentais do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, UERJ Protocolo n°
CEUA/027/2013

2.1 LQB-118

A sintese da pterocarpanoquinona LQB-118 foi realizada pelo grupo do prof® Paulo
Roberto Ribeiro Costa do Laboratério de Quimica Biorgénica (LQB) do Instituto de
Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A
LQB-118 liofilizada foi solubilizada em DMSO (Sigma- Aldrich) a partir da qual foram feitas
diluicdes em meios de cultura para uso nos experimentos. A concentracdao final maxima de

DMSO nas culturas de células nao ultrapassou 0,02%.

2.2 Parasito

Neste trabalho foram utilizados cepa Y e clone Dm28c de Trypanosoma cruzi. Ambos
foram cedidos pelo grupo de pesquisa da Dra. Marcia Cristina Paes (Laboratério de Interacdo
de Tripanossomatideos e Vetores — IBRAG/UERJ/RJ).

2.3 Cultivo do clone Dm28c
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Os epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram mantidos por repiques semanais em
garrafas contendo 5 mL de meio BHI (Bacto Brain Heart Infunsion) (Becton, Dickinson and
Company) com 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab) e estéril, na presenca de 30uM

de Hemina Bovina (Sigma - Aldrich) e cultivados em estufa a 27°C.

2.4 Cultivo e manutencéo da cepa Y

As formas tripomastigotas sanguineas foram obtidas sistematicamente de
camundongos Swiss apds sete dias de infeccao.

Ap0s a eutanasia, em camara de gas carbdnico (CO,), foi realizada a puncéo cardiaca
utilizando uma seringa contendo 0,5mL de citrato de sodio (Sigma - Aldrich). O sangue
obtido foi injetado em camundongos Swiss normais por via intraperitoneal (0,2mL/animal). O
volume de 0,2 ml de sangue continha aproximadamente 10° tripomastigotas sanguineos.

Para a obtencdo de massa do parasito, camundongos Swiss infectados com 10°
tripomastigotas foram imunossuprimidos ap6s 48h da infeccdo com 8mg/Kg/animal de
Ciclofosfamida monoidratada (Baxter). No 7° dia pds-infeccdo, os animais foram
eutanasiados e 0 sangue obtido por puncdo cardiaca utilizando uma seringa contendo 1mL de
citrato de sodio, foi acondicionado em tubos criogénicos com rosca externa, homogeneizado e
centrifugados a 255¢g por 22 minutos a 24°C. Apds a centrifugagao, os tubos foram colocados
em estufa a 37°C por 20 minutos. Passado esse tempo, o plasma foi coletado e centrifugado a
2459¢ por 15 minutos a 24°C e o sobrenadante foi descartado (Adaptado de Meirelhes et al,
1982). O sedimento contendo os parasitos foi ressuspenso em meio RPMI com 10% de soro
fetal bovino. Os tripomastigotas foram contados na cdmara de Neubauer e ajustados para a

concentra(;éo necessaria para o0 uso nos experimentos.

2.5 Avaliagdo da atividade da pterocarpanoquinona LQB-118 sobre formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi clone Dm28c

Formas epimastigotas cultivadas como descrito no item 2.3 foram obtidas apds sete

dias de cultura em meio BHI, contadas e ajustadas para 1 x 10° células. Em uma placa de 24
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pocos foi colocado 500pL de meio BHI e 20% de soro fetal bovino (SFB) contendo 1 x 10°
epimastigotas aos quais foi adicionado 500uL de meio BHI contendo a LQB-118 (0-5uM).
Para os grupos controle foram utilizados parasitos cultivados com meio BHI na auséncia ou
presenca de DMSO 0,003%. A incubacdo foi feita em estufa de 27°C por 96 horas. Os
parasitos foram contados diariamente em cAmara de Neubauer.

Para avaliacdo da acdo da LQB-118 sobre a morfologia das formas epimastigotas, 0s
parasitos foram colhidos apds 96 horas de interacdo com o farmaco, centrifugados (2655 g por
3 minutos a 26°C) e finalmente ressuspensos em PBS. Uma aliquota da suspensdo de parasito
(10uL) foi retirada e colocada em uma lamina. Os esfregacos feitos nas laminas foram
corados com Panotico (Laborclin), observados e entdo fotografados em microscopia de luz.

2.6 Efeito da LQB-118 na producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi clone Dm28c

Primeiramente foi realizada uma curva de producdo de ROS pelos parasitos tratados
com diversas concentragdes da LQB-118 (0-20uM) em diferentes tempos que variaram de 30
minutos a 48 horas. Ap6s 0 tempo de tratamento, 0s epimastigotas foram reajustados pra a
concentracdo de 1x10’ parasitos/mL, lavados com PBS (Tampdo Fosfato de S6dio 100mM +
NaCl 150mM) a 25°C e adicionado 2uM da sonda DHE (Dihidroetidio) (Invitrogen Life
Science) por 30 minutos em camara escura. O controle positivo representa as células que
foram tratadas por 30 minutos com o peréxido de hidrogénio (100uM), e o controle negativo
aquelas tratadas ou ndo com DMSO (concentracdo maxima de 0,02%). ApoOs o tempo de
marcacdo da sonda, foi realizada a quantificacdo da fluorescéncia, utilizando o citdmetro de
fluxo BD FACSCalibur (localizado no Laboratorio de Biologia do Céancer, Departamento de
Biofisica e Biometria, IBRAG, UERJ).

Depois de definir o melhor tempo e concentragcdes de LQB-118, foram realizados
novos testes. Epimastigotas foram contados e reajustados para a concentracdo de 1x10’
células/mL, lavados com PBS (Tampé&o Fosfato de Sédio 100mM + NaCl 150mM) a 25°C.
As células foram pré-incubadas com 10nM do antioxidante mitocondrial MitoTEMPO (2-
(2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-ylamino)-2- oxoethyl) triphenylphosphonium (Enzo
Life Science) por 30 minutos em camara escura. Apds a incubacdo, os parasitos foram

incubados na auséncia oupresenca da LQB-118 (10uM ou 20uM) ou tratadas ou ndo com
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2ug/mL Antimicina A (Sigma-Aldrich) e adicionado ou ndo 2puM do marcador DHE por 30
minutos. Apds isso, foi realizada a quantificacdo da fluorescéncia, utilizando o citbmetro de
fluxo BD FACSCalibur.

A fim de avaliar-se uma eventual autofluorescéncia da LQB-118 ndo estivesse
interferindo nos resultados. Analisamos emissdo de fluorescéncia da molécula sozinha nos
comprimentos de onda que variaram de 220-800nm utilizando o espectrofotometro de
fluorescéncia F-300 Hitachi (Departamento de Bioquimica, IBRAG, UERJ). Foram avaliados:
(1) LQB-118 10pM; (2) LQB-118 10uM + DHE (2uM); (3) LQB-118 10uM + Mito-TEMPO
(2uM); (4) LQB-118 10uM + DHE (2uM) + Mito-TEMPO (2uM); (5) LQB-118 20uM; (6)
LQB-118 20uM + DHE (2uM); (7) LQB-118 20uM + Mito-TEMPO (2uM) e (8) LQB-118
10uM + DHE (2uM) + Mito-TEMPO (2uM). Tanto os comprimentos de onda de emissao e

excitacdo foram analisados.

2.7 Analise ultraestrutural de epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Dm28c) tratadas
com LQB-118

A fim de verificar se o tratamento com a molécula LQB-118 provocaria alteracdes
ultraestruturais que poderiam levar a morte do parasito, foi realizado a microscopia eletronica
de transmiss&o.

Epimastigotas (1x10"/mL) de T. cruzi (Dm28c) foram tratadas ou n&o com LQB-118
(0-2uM) por 24h/27°C. Apds esse tempo, as células foram centrifugadas (2655g por 3
minutos a 26°C) e lavadas com PBS estéril a 27°C. As amostras foram fixadas com a solu¢édo
de glutaraldeido 2,5% e tampdo cacodilato 0,1M por 2h/4°C, e em sequéncia lavadas trés
vezes com tampédo cacodilato (a cada lavagem as amostras ficaram 10 minutos em descanso
para depois serem centrifugadas a 26559 por 3 minutos a 26°C).

Apos as lavagens, a pos-fixagdo das amostras foi realizada utilizando solucdo de 1%
de tetroxido de 6smio (EMS) e 0,8% de ferrocianeto de potassio (EMS) por 40 minutos em
camera escura, na capela de exaustdo, depois foram lavadas com agua destilada e iniciada a
etapa de desidratacdo das amostras, com concentracGes crescente de acetona (Vetec), 30%,
50%, 70%, 90% e absoluto (duas vezes), por 10 minutos e centrifugadas (26559 por 3

minutos a 26°C) a cada etapa.
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Finalizada a etapa de desidratagdo, as amostras foram incluidas em resina epdxi
(Epon) (Polysciences) de forma gradativa nas propor¢des de 3:1; 2:1; 1:1; 1:2; 1:3
(acetona:resina), e ao final em resina pura. As amostras foram colocadas em um
homogeneizador de tecido (Kasvi), cada etapa durou entre 6-8 horas, sendo que etapa com
resina pura durou 24 horas. As amostras foram transferidas para moldes e colocadas em uma
estufa a 60°C por 72 horas, para ocorrer a polimerizagéo da resina.

Os blocos com as amostras foram cortados no ultramicrotomo (Leica EM UCS6),
localizado na Unidade de Pesquisa Urogenital do Departamento de Anatomia, IBRAG, UERJ.
Os cortes, com espessura de 60-70nm, foram coletados em grades de cobre (diametro de
3mm). A contrastagcdo dos cortes foi feito com 5% de acetato de uracila (EMS) por 20
minutos e com citrato de chumbo (Merck) por 3 minutos.

Os cortes foram analisados no microscépio eletrdnico de transmissdo Zeiss 900,
localizado no Centro Nacional de Bioimagem, UFRJ.

Os cortes, contrastacao e analise foram feitos nas amostras, epimastigotas tratadas com
0,002% de DMSO (controle) e epimastigotas tratadas com LQB-118 (2uM).

2.8 Anélise de parametros toxicologicos in silico

O programa ADMETSar (absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade),
permite realizar uma avaliacdo preditiva in silico de diversos parametros farmacocinéticos das
moléculas. A avaliacdo preditiva da molécula LQB-118 foi realizada anteriormente por
Cunha-Junior, onde foi avaliado os parametros de absor¢do através da barreira
hematoencefalica, absorcdo intestinal humana e permeabilidade para células CaCo-2 e de
metabolizacdo (ser substrato ou inibidor) de enzimas do complexo citocromo P450. Nesse
trabalho seré realizado a analise de parametros de toxicidade como, inibicdo do gene hERG;

carcinogénese e a toxicidade oral aguda.

2.9 Ensaio in vivo
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2.9.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss de ambos os géneros, com idade
entre 4 a 6 semanas, pesando de 20 a 30 gramas, mantidos no biotério da Disciplina de
Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro. Os animais ficaram em gaiolas plasticas, em sala especial, com renovagdo constante
do ar, sob temperatura controlada (21+2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentacéo

com racgdo apropriada e agua filtrada ad libitum.

2.9.2 Infeccdo experimental

2.9.2.1 Ensaio 1 (Piloto)

Esse ensaio foi conduzido seguindo o desenho experimental da figura 11. Foram
infectados 14 animais de ambos os géneros, por via intraperitoneal com 10° de
tripomastigotas sanguineas de T. cruzi da cepa Y (obtidos como descrito no item 3.4).

Apbs 7 dias de infeccdo, a parasitemia foi avaliada. Dos 14 animais infectados, 12
animais apresentaram parasitemia positiva e foram usados no experimento.

Neste experimento piloto, os animais foram divididos em 3 grupos: (1) Animais
infectados e ndo tratados (n=6); (2) Animais infectados e tratados com LQB-118
(20mg/Kg/animal) pela via oral (n=6) e (3) Animais ndo infectados e ndo tratados (n=4).

Para realizar o tratamento oral, 25mg de LQB-118 foi solubilizada em 50 uL de
DMSO (Sigma - Aldrich) e posteriormente solubilizada em 5 mL de ORA-Plus (Perrigo®),
que ¢ um veiculo de base aquosa. Cada animal tratado recebeu 100uL dessa solugdo (LQB-
118 + DMSO + ORA-Plus) uma vez ao dia (20mg/Kg/dia) a partir do 7° dia p6s-infecc¢do por
11 dias consecutivos.

A parasitemia foi realizada no 10° e 15° dpi (dias pos infec¢do). Os animais que
vieram a obito ao longo do experimento foram pesados e o coracdo, baco e figado foram
removidos, lavados em solucdo salina 0,9%, secos em papel filtro, pesados e fixados em

formol tamponado 10%. Apds 24 horas, a solucdo de formol era trocado. O coracdo dos
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animais foi processado e submetido as coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE). Os animais
ndo infectados foram eutanasiados e submetidos ao mesmo procedimento descritos

anteriormente, como indicado na figura 11.

Figura 11 - Desenho experimental do ensaio in vivo 1(piloto)
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2.9.2.2 Ensaio 2

O segundo ensaio in vivo foi realizado usando o protocolo descrito na figura 12.
Foram infectados 19 camundongo machos, por via intraperitoneal, com 10° de tripomastigotas
sanguineas de T. cruzi da cepa Y (obtidos como descrito no item 3.4).

Depois da infecgdo, os animais foram mantidos em condi¢fes apropriadas no biotério.
Dos 19 animais infectados, 18 animais apresentaram parasitemia positiva e foram utilizados
no experimento no 4° dia pos-infecgéo.

Os animais foram divididos em 4 grupos: (1) Animais infectados e ndo tratados
(n=10); (2) Animais infectados e tratados com LQB-118 (40mg/Kg/dia) via oral (n=8); (3)
Animais ndo infectados e ndo tratados (n=3) e (4) Animais ndo infectados e tratados com
LQB-118 (40mg/Kg/dia) por via oral (n=3).
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Para realizar o tratamento oral, 50mg de LQB-118 foi solubilizada em 100 pL de
DMSO (Sigma - Aldrich) e posteriormente solubilizada em 5 mL de ORA-Plus (Perrigo®).
Cada animal tratado recebeu 100uL dessa solugdo (LQB-118 + DMSO + ORA-Plus) uma vez
ao dia, correspondendo a 40mg/Kg/dia durante 12 dias consecutivos.

O grupo 1 e 2 foram subdivididos em dois subgrupos, para a avaliagdo da mortalidade
(4 animais/grupo) e para as analise histopatologica e avaliacdo de parametros bioquimicos (6-
4 animais/grupo). A parasitemia foi realizada diariamente até o 16° dpi. Um dia ap06s findar o
tratamento parte dos animais foram pesados, eutanasiados, 0 sangue foi colhido (para analise
bioquimica) e alguns 6rgédos (coragdo, baco e figado) foram removidos, lavados em solugédo
salina 0,9%, secos em papel filtro, pesados e fixados em formol tamponado 10% (analise
histopatolégica). Como supracitado, parte dos animais foram mantidos para a analise de
percentual de mortalidade. Os animais que vieram a ébito ao longo do experimento também
foram pesados e seus 6rgdos (coracdo, baco e figado) foram removidos, lavados em solugéo
salina 0,9%, secos em papel filtro, pesados e fixados em formol tamponado 10%. Apds 24
horas, a solucdo de formol foi trocada. O coracdo foi processado e realizado a coloracdo de
HE. Os animais ndo infectados foram eutanasiados e submetidos aos mesmos oS

procedimentos descritos anteriormente, como indicado na figura 12.

Figura 12 - Desenho experimental do ensaio in vivo 2
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2.9.3 Avaliacdo da parasitemia e mortalidade

A parasitemia e o percentual de mortalidade no ensaio in vivo 1 (item 2.9.2.1) e no
ensaio in vivo 2 (item 2.9.2.2) foram avaliadas de maneiras similares.

Para a avaliacdo da parasitemia foi realizado o seguinte protocolo: (1°) assepsia da
cauda de cada animal com gaze embebida em alcool etilico 70%; (2°) corte de
aproximadamente 1mm da extremidade distal da cauda utilizando um bisturi cirtrgico (n°
21); (3°) coleta da segunda gota de sangue (5ul) e disposta em uma lamina para microscépio,
coberta com laminula; (4°) Contenc¢do do sangramento da cauda do animal com permanganato
de potéssio; (5°) Contagem dos parasitos ao microscépio de luz com objetiva de 40x.

No ensaio 1, a ldmina foi coberta com uma laminula de 24mm x 32mm e foram
examinados 50 campos aleatdrios. A positividade foi confirmada no sétimo dia pos infec¢éo e
a parasitemia foi realizada no 10° e 15° dpi (dia p6s infeccéo).

No ensaio 2, a lamina foi coberta com uma laminula de 24mm x 24mm e foram
avaliados 100 campos (em duplicata) aleatérios. A positividade foi confirmada no 4° dpi e
parasitemia foi realizada diariamente até o 16° dia pds-infeccdo ou até a morte do animal
(dependendo do grupo).

Para calcular a concentracao de parasitos/mL foi utilizado o seguinte calculo (Castro et
al, 2000):

1°) n” = n° de parasitos n’: n° de parasitos em 1 campo
n° de campos n’’: n° de parasitos em toda a laminula
n’’’: concentracdo do parasito (n° de
2°)n”’ =n’ x Al parasitos em 1mL)
Ac Ac: area do campo observado ( r’ mmz)
r: d/2 (d: didmetro do campo observado)
3°)n’”’ =n"" x 200 Al: area da laminula

Primeiramente se calculou o nimero de parasitos por campo (1°), com esse resultado,
pode-se calcular o nimero de parasitos existentes em toda a laminula (2°), depois multiplica-
se o valor obtido por 200 (3°), que é o valor de quantas vezes 1000ul é maior que 5ul,
obtendo assim a concentragdo de parasitos em 1mL (1000pul). O resultado foi apresentado em
um grafico com 10° tripomastigotas/mL.

A mortalidade foi avaliada atraveés do acompanhamento diario anotando-se o 6bito de

todos os animais, totalizando 19 dias no ensaio 1 e 23 dias no ensaio 2 .
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2.9.4 Avaliacéo clinica

Foram avaliados parametros comportamentais e peso corporal dos animais. Mudancas
comportamentais foram avaliadas atraveés de observacdo do comportamento dos animais,
como movimentagéo (alta ou baixa) e existéncia de tremores. O peso corporal dos animais foi
aferida, no ensaio 1, no sétimo e décimo quarto dia pds-infeccdo e no ensaio 2, durante dias

alternados até o obito de todos os animais do experimento.

2.9.5 Avaliacdo dos pardmetros bioquimicos

A avaliacdo de pardmetros bioquimicos séricos foi realizada no ensaio in vivo 2. Para
realizar essa avaliacdo, o sangue coletado através da puncao cardiaca, foi acondicionado em
tubos de microcentrifuga (tipo eppendorf) devidamente identificados e incubado na estufa de
37°C por 30 minutos. Apds esse tempo, o sangue foi centrifugado (1301g por 10 minutos). O
soro foi coletado e guardado no freezer de geladeira (-18°C) até o dia da andlise. Os
pardmetros avaliados foram uréia, creatinina, alanina-aminotransferase (ALT) e creatina
quinase (CK). As analises foram realizadas utilizando o suporte da Plataforma de Analises
Clinicas de Animais de Laboratério, do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério,

Fiocruz.

2.9.6 Processamento, preparo dos cortes e coloracdo (Hematoxilina-Eosina) das amostra para

analise histopatoldgica

Como descrito anteriormente, nos itens 2.9.2.1 e 2.9.2.2, ap06s a retirada dos 6rgdos, 0s
mesmos foram lavados em solugéo salina 0,9%, retirado o excesso de solugdo com um papel
filtro e fixados em formol tamponado 10%, apds 24 horas, o formol foi substituido por um
novo formol tamponado 10%, devido a saturagdo do mesmo. Foi realizado o processamento,

preparo dos cortes e coloragdo, apenas no coragéo.
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Esses procedimentos foram realizados no Laboratorio de Helmintologia Romero
Lascasas Porto (Disciplina de Parasitologia, FCM, UERJ) com o auxilio da técnica Vanessa
Saldanha.

Primeiramente, o coracdo fixado foi cortado na parte superior (na altura da artéria
aorta) e inferior (&pice do coracdo) do 6rgdo e a parte central foi processada. As etapas do
processamento estdo descritas na Tabela 4:

Tabela 5 - Etapas do processamento do coragéo.

Etapas Procedimento Tempo (minutos)
1°  Agua corrente 10
2°  Alcool etilico 80% 5
3 Alcool etilico 95% 15
4°  Alcool etilico 95% 15
50 Alcool etilico absoluto 15
6°  Alcool etilico absoluto 15
7° Alcool etilico absoluto e xilol (1:1) 15
8° Xilol 15
Qo Xilol 15
10°  Banho de parafina 15
11°  Banho de parafina 15

12° Inclusdo na parafina

As amostras foram colocadas em cassetes individuais e lavadas para retirada do
excesso de fixador (1° etapa), depois as amostras foram desidratadas (2°-6° etapa),
diafanizadas (7°-9° etapa) e iniciada a impregnacdo com parafina liquida (10° e 11° etapas).
Na ultima etapa do procedimento, a amostra foi colocada em uma forma de aluminio e
adicionado parafina liquida (60°C).

Para evitar quebras e rachaduras durante a solidificacdo dos blocos, os moldes ficaram
em temperatura ambiente, para que a temperatura do mesmo diminui-se de forma gradual.
Atingida a temperatura ambiente, os moldes eram colocados no freezer da geladeira (-18°C)
por 20 a 30 minutos e posteriormente, os blocos foram retirados das formas de aluminio e
guardados em caixas pléasticas, protegidos do calor e umidade excessivos.

A fim de avaliar o infiltrado inflamatério e os ninhos de amastigotas no tecido
cardiaco, foi realizada a coloragdo de Hematoxilina-Eosina (HE). Para tal, com os blocos
foram feitos cortes de 3um de espessura, utilizando o micrétomo (Leica RM2125 RTS), esses
cortes foram esticados em banho-maria, colocados em laminas de vidro e devidamente

identificadas. As etapas da coloracdo de HE estdo descritas na Tabela 5.
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Tabela 6 - Etapas da coloracdo de Hematoxilina-Eosina nos cortes de coracéo.

Etapas Procedimento Tempo (minutos)

1° Estufa de 60°C 30

20 Xilol 5

3° Xilol 5

4°  Alcool etilico absoluto 3

50 Alcool etilico 90% 1

6°  Alcool etilico 70% 1

7°  Agua destilada -

8° Hematoxilina 10

9°  Agua corrente 15
10°  Agua destilada -

11°  Alcool etilico 80% 10
12° Eosina 1e 30 seg

13°  Agua destilada -

14°  Alcool etilico 70% 1
15°  Alcool etilico 90% 1
16°  Alcool etilico absoluto 1
17° Xilol 2
18° Xilol 2

Para realizar a coloracdo, as laminas foram colocadas na estufa a 60°C (1° etapa), para
derreter a parafina, em seguida, com a ldmina ainda quente, inicio-se 0 processo de
desparafinizacdo em xilol e hidratagdo das amostras com solu¢des decrescentes de alcool
etilico (2°-6° etapa), lavagem e coloracdo das laminas. Apos a coloracdo, as laminas foram
desidratadas com concentrag6es crescentes de alcool etilico e com xilol.

Terminado esses procedimentos, as laminas foram montadas com uma mistura de

balsamo e xilol e colocado uma laminula.

2.9.7 Andlise histopatologica

A andlise histopatologica do coragdo foi realizada somente nos animais do ensaio 2
(item 3.8.2.2). Para a andlise, foram utilizadas laminas de fragmento cardiaco coradas em HE.
As imagens para a andlise dos cortes de coracdo dos camundongos foram capturadas
utilizando um camera de video digital (Nikon DS-Ri7) acoplada a um microscopio (Nikon

ECLIPSE 80i) que envia as imagens para um computador (LG) para serem capturadas no
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programa NIS-Elements AR 3.2. As imagens capturadas foram visualizadas e gravadas para
posterior utilizagdo.
Foram feitas andlises qualitativas do infiltrado inflamatorio, identificando os tipos

celulares que o compdem, e a presenca de ninhos de amastigotas.

2.10 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo teste de andlise de varidncia de entrada Unica
(one way ANOVA) com pods-teste Newman-Keuls. A determinacdo da 1C50 foi avaliada
através da regressdo nao linear utilizando o programa “Graph Pad Prism 5”. Nos
experimentos in vivo foi utilizado o teste ndo paramétrico, Test T (Mann-Whitney test).

Valores de p iguais ou menores a 0,05 foram considerados significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito da pterocarpanoquinona LQB-118 sobre as formas epimastigotas

Trypanosoma cruzi (clone Dm28c)

Para avaliar se a LQB-118 apresenta acdo sobre o crescimento das formas
epimastigotas (clone Dm28c), as células foram incubadas com a LQB-118 (0-5uM) a 27°C
durante 96 horas. Os epimastigotas foram contadas diariamente na cdmara de Neubauer. Os
resultados mostraram que houve inibicdo significativa do crescimento das formas
epimastigotas a partir de 48 horas, com reducdo do crescimento de 54,83% e 65,97% nas
concentracdes de 2,5uM e 5uM, respectivamente. Em 72 horas, houve inibi¢do de 75,13% e
87,91% nas concentragdes de 2,5uM e 5uM, respectivamente. Em 96 horas, houve inibicdo
de 91,82% e 99,67% nas concentracbes 2,51uM e 5uM, respectivamente (Figura 13A). Em
48h a ICs, foi estimada em 2,34uM=0,28uM e em 96 horas foi de 0,88uM=0,08uM. O
tratamento com a LQB-118 provocou também modificacbes morfologicas nas formas
epimastigotas (Figura 13 B-D).
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Figura 13 - Efeito da LQB-118 no crescimento de epimastigotas de Trypanosoma cruzi
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Legenda: Epimastigotas (Dm28c) foram incubadas em triplicata com a LQB-118 (0-5uM) por 96h/27°C. O
crescimento do parasito foi acompanhado com contagens didrias em camara de Neubauer. A)
Controles foram parasitos cultivados em meio de cultura contendo ou ndo DMSO 0,003%. Ao final
das 96h de tratamento, os parasitos foram lavados, corados com Pandtico e analisados em microscopia
de luz (B-D). B) Parasitos incubados somente com o meio. C) Parasitos incubados com 2,5uM de
LQB-118. D) Parasitos incubados com 5uM de LQB-118. O gréafico é a média de 5 experimentos
independentes. *p<0,01; ***p<0,0001. ANOVA (Newman-Keuls).
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3.2 Efeito da LQB-118 na producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Dm28c)

Inicialmente avaliamos se a molécula LQB-118 apresentava autofluorescéncia no
mesmo comprimento da sonda DHE. Foi realizada varredura fluorimétrica nos comprimentos
de ondas que variavam de 220nm-800nm. Atraves dessa andlise, pode-se verificar que a LQB-
118 néo apresenta fluorescéncia no mesmo comprimento de onda que a sonda utilizada, DHE

(picos: 518nm de excitacdo e 605nm de emisséo) (Figura 14).

Figura 14 — Varredura fluorimétrica da LQB-118
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Legenda: A) Curva de excitacdo (480-540nm) indicando o pico de excitacdo do DHE (518nm); B)Curva de
emissdo (580-640nm) indicando o pico de emissdo do DHE (605nm). A linha tracejada vertical
representa o pico de excitacdo ou emissdo da sonda DHE.

Para avaliar se a inibi¢cdo do crescimento do parasito estava associada a alteracdo na

producdo de espécies reativas de oxigénio pelo parasito, usamos a sonda DHE, que marca
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preferencialmente a producgdo de superoxido mitocondrial. Realizamos uma cinética de tempo
de tratamento. Para isso, formas epimastigotas (Dm28c) foram tratadas com a LQB-118 (0-
20uM) em diferentes tempos.

A curva indicou que a maior producdo de ROS ocorreu nas concentracdes de 10uM e
20uM de LQB-118 e no tempo de 30 minutos de tratamento (Figura 15).

Figura 15 - Cinética de producéo de ROS induzido por LQB-118
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Legenda: Epimastigotas (Dm28c) (1x10°) foram tratadas com LQB-118 (0-20uM) nos tempos de 30 minutos, 3
horas, 5 horas, 24 horas e 48 horas. Apds o tempo de tratamento as células foram lavadas e adicionado
a sonda DHE (2uM) por 30 minutos em camara escura. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada
através da citometria de fluxo. Controle utilizado representa as células tratadas com DMSO 0,02%. O
grafico é a media de 3 experimentos independentes de cada tempo.

Apbs verificar que a maior producdo de espécies reativas de oxigénio ocorria no
tempo de 30 minutos de tratamento com a LQB-118, foram realizados testes utilizando a
antimicina A (pré-oxidante) como controle positivo para producdo de ROS e 0 MitoTEMPO
(antioxidante mitocondrial) como um controle negativo para a producdo de ROS
mitocondrial. Houve um aumento na produgdo de ROS de 25% e 38,75% nas células tratadas
com 10uM e 20uM de LQB-118, respectivamente. Nas células tratadas com LQB-118 e o
MitoTEMPO houve uma diminuicdo na producédo de ROS, sugerindo que a LQB-118 afeta a

funcionalidade da mitocéndria do parasito (Figura 16).
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Figura 16 - Producdo de ROS por epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) tratadas com LQB-
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Legenda: Epimastigotas (1x10’) lavadas com PBS e tratadas ou ndo com MitoTEMPO (10nM) (Mito) por 30
minutos. Apds esse tempo, as células foram lavadas e tratadas ou ndo com LQB-118 (0-20uM) ou
Antimicina A (2ug/mL) (AA) e adicionado a sonda DHE (2uM) por 30 minutos em camara escura. A
intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo. Controle utilizado foram células nao
tratadas. A linha tracejada horizontalmente indica o valor do controle (células sem tratamento) que é
igual a 1. O grafico representa a média de 2 experimentos.

3.3 Analise ultraestrutural de epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Dm28c) tratadas
com LQB-118

Com o intuito de avaliar se o tratamento com a com a molécula LQB-118 provocaria
algum dano estrutural que poderiam levar a morte do parasito, foi realizado a microscopia
eletrnica de transmissdo (MET).

A LQB-118 na concentragdo de 2uM em 24 horas de tratamento provocou danos
consideraveis em estruturas internas do parasito em comparagdo com o controle (celulas
tratadas com DMSO na concentracdo de 0,002%) (Figura 17). Entre os danos observados,
temos, uma possiveis regides de abertura de reticulo endoplasmatico e vacuolo préximo a

bolsa flagelar (Figura 17B).
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Figura 17 - AlteracGes ultraestruturais observadas em epimastigotas de Trypanosoma cruzi
(Dm28c) tratadas com LQB-118 por MET

A

Legenda: Os parasitos foram tratados ou ndao com 2 pM de LQB-118 por 24 horas. A) Controle, epimastigotas
tratadas com DMSO 0,002%. B) Epimastigotas tratadas com LQB-118. Seta: regiGes de abertura de
reticulo endoplasmatico; Asterisco: vactiolo proximo a bolsa flagelar.

3.4 Analise insilico

Avaliamos o perfil toxixologico in silico da LQB-118 utilizando o programa
admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn:8000/predict/). A analise no AdmetSAR foi realizada
anteriormente por Cunha-Junior (2015) onde a LQB-118 apresentou um perfil favoravel, por
apresentar uma probabilidade de 100% de absorgdo intestinal humana, ndo mostrou-se ser
substrato das CYP450 2C9, 2D6 e 3A4 e também, ndo inibidora das CYP450 2D6 e 3A4. Em
relacdo a analise toxicoldgica, a LQB-118 mostrou ser um fraco inibidor e uma molécula ndo
inibidor do hERG 1 e 11, respectivamente, também apresentou toxicidade oral aguda categoria
I1, indicando que doses entre 50-500 mg/Kg seriam tdxicas. Além disso, a analise in silico
indicou que a LQB-118 séo seria carcinogénica (Tabela 6).
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Tabela 7 - Analise in silico das propriedades toxicologicas da LQB-118

LQB-118 Perfil previsto Resultado Probabilidade
(%)
Toxicidade
o Human ether-a-go-go-related | fraco 92,65
0 gene (hERG 1)
) Inibigio (hERG 11) NI 91,47
o 0~ ) Carcinogénicos NC 96,04
Toxicidade oral aguda I 41,03
Carcinogenicidade (classe 111) NR 59,59

Legenda: I: inibidor; NI: ndo inibidor; NC: ndo carcinogénico; NR: ndo requerido.

3.5 Ensaios in vivo

3.5.1 Ensaio 1

3.5.1.1 Curva de parasitemia

No ensaio piloto (ensaio 1), foi observado o pico da parasitemia no 10° dia pos-
infeccdo, o grupo tratado apresentou um pico maior em relagdo ao grupo controle (animais
infectados e ndo tratados), porém no 15° dia pés-infec¢cdo, o grupo tratado apresentou uma
tendéncia a reducdo da parasitemia em 37,8% em relacdo ao grupo controle (Figura 18A),

entretanto esse percentual ndo foi significativo (Figura 18B).
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Figura 18 - Curva de parasitemia de animais tratados com LQB-118
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Legenda: Camundongos Swiss infectados com tripomastigotas sanguineas (10° cepa Y/animal) de Trypanosoma
cruzi. (e) Animais infectados e ndo tratados; (m) Animais infectados e tratados com LQB-118
(20mg/Kg/dia) por via oral por 11 dias consecutivos. Os camundongos foram tratados a partir do 7°
dia pos-infecgdo por 11 dias consecutivos e a parasitemia foi realizada nos 10° e 15° dia p6s-infeccdo
(dpi). A) Curva de parasitemia com pico no 10° dpi; B) Relacdo entre o grupo controle e os animais
tratados no 15° dpi.

3.5.1.2 Mortalidade

Em relacdo a curva de mortalidade, podemos observar que o grupo tratado com LQB-
118 (20mg/Kg) por via oral por 11 dias consecutivos, apresentou o primeiro ébito no 15° dia
pos-infeccdo, antes do grupo controle (animais infectados e ndo tratados). Porém, o grupo
tratado conseguiu manter a sobrevivéncia dos animais por mais tempo que o grupo controle.
No 16° dpi, 60% dos animais do grupo controle ja havia morrido, enquanto no grupo tratado,
apenas 20%. No 19° dia pos-infec¢do, os animais sobreviventes (um animal de cada grupo)

foram eutanasiados (Figura 19).
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Figura 19 - Acumulo de mortalidade
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Legenda: Camundongos swiss infectados com tripomastigotas sanguineas (10° cepa Y/animal) de Trypanosoma
cruzi. (o) Animais infectados e nao tratados; (m) Animais infectados ¢ tratados com LQB-118
(20mg/Kg/dia) via oral por 11 dias consecutivos; (V) Animais ndo infectados e ndo tratados. A taxa
de mortalidade dos grupos foi observada até o 18° dia pds-infeccdo. Os dados representam a
percentagem acumulativa dos animais mortos (6 animais/grupo).

3.5.1.3 Pesagem dos 6rgaos

A fim de analisar alguns sinais clinicos foram avaliados o peso relativo do coragéo,
figado e baco. Todos os animais infectados tratados ou nédo, apresentaram aumento do peso
dos o6rgados (coracdo, baco e figado) em relacdo aos animais ndo infectados e nao tratados
(Figura 20). Em relagéo ao peso do coracdo, foi observado um aumento de 29,16% no grupo
dos animais infectados e ndo tratados e de 27,08% no grupo dos animais infectados e tratados
em comparagdo com o grupo ndo infectado e ndo tratado (Figura 20A). Comparando o peso
do bago, o resultado foi ainda maior, observando-se 137,35% de aumento no grupo dos
animais infectados e néo tratados e 147,16% no grupo dos animais infectados e tratados em
comparagdo com o grupo ndo infectado e ndo tratado (Figura 20B). Em relacdo a pesagem do
figado, houve um aumento de 46,05% no grupo de animais infectado e ndo tratado e de
47,85% no grupo de animais infectados e tratados em comparagdo ao grupo de animais ndo
infectados e ndo tratados (Figura 20C). O aumento no peso dos 6rgdos ndo foi diferente entre

0s grupos infectados tratados e ndo tratados com a LQB-118.
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Figura 20 - Peso relativo do coracéo, baco e figado de animais infectados ou ndo com T. cruzi
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Legenda: Camundongos swiss infectados ou ndo (6-4 animais/grupo) com tripomastigotas sanguineas (10° cepa
Y/animal) de Trypanosoma cruzi, mortos ao longo do experimento, foram pesados e seus 6rgaos
retirados e pesados em uma balancga de precisdo. O peso relativo foi calculado considerando o peso
corporal de cada animal. (®) Animais ndo infectados e ndo tratados; (m) Animais infectados e néo
tratados; (A) Animais infectados e tratados com LQB-118 (20mg/Kg/dia) pela via oral, por 11 dias

consecutivos. Controle representa animais ndo infectados e ndo tratados. **p<0,001 *p<0,01. Teste T
(Mann-Whitney test).

Ap0s essas analises foi decidido por dobrar a dose de tratamento e pela adi¢cdo de um
grupo de animais nédo infectados e tratados com LQB-118.
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3.5.2 Ensaio 2

3.5.2.1 Curva de parasitemia

No ensaio in vivo 2, os animais foram tratados diariamente a partir do 4° dia pos-
infeccdo com uma concentracdo maior de LQB-118 (40mg/Kg) pela via oral, por 12 dias
consecutivos. Foi observado o pico da parasitemia no 8° dia pés-infec¢do (dpi), o grupo
tratado apresentou um pico maior em relacdo ao grupo controle (animais infectados e néo
tratados). A partir do 11° dpi observou-se reducdo da parasitemia no grupo tratado. No 11° e
12° dpi a reducdo da parasitemia foi significativa, sendo 49,47% (p< 0,02) e 41,14% (p<
0,002), respectivamente. Nos 13°, 14°, 15° e 16°, apesar de n&o ser significativa, a reducdo da
parasitemia foi 25,2%, 46,86%, 53,3% e 50,17%, respectivamente, em relacdo ao grupo
controle (Figura 21). No 16° dpi, de parte dos animais (6-4 animais/grupos) foram
eutanasiados para analises bioguimicas e histoldgicas do coragdo e os demais foram mantidos

para avaliacdo da mortalidade na fase aguda.

Figura 21 - Curva de parasitemia de animais infectados com T. cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss (10-8 animais/grupo) infectados com tripomastigotas sanguineas (10° cepa
Y/animal) de Trypanosoma cruzi. (@) Animais infectados e ndo tratados; (m) Animais infectados e
tratados com LQB-118 (40mg/Kg/dia) pela via oral por 12 dias consecutivos. Os camundongos foram
tratados a partir do 4° dia pés-infeccdo por 12 dias consecutivos e a parasitemia foi avaliada
diariamente até o 16° dia pds-infec¢do. **p<0,002 *p<0,02. Teste T (Mann-Whitney test).
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3.5.2.2 Mortalidade

Em relacdo a mortalidade, podemos observar que o grupo controle (animais infectados
e ndo tratados) apresentou o primeiro obito no 16° dia pos-infeccdo (dpi), antes do grupo
tratado com LQB-118. O primeiro ébito do grupo tratado ocorreu no 17° dpi. Porém, no 20°
dpi, o grupo tratado com a LQB-118, teve alta mortalidade, chegando a 80%, diferente do
grupo controle que no mesmo tempo a mortalidade acumulativa era de 40%. No 21° dpi,
100% dos animais do grupo tratado com a LQB-118 havia morrido, sendo que no grupo
controle isso ocorreu no 22° dpi (Figura 22).

Figura 22 - Acumulo de mortalidade
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Legenda: Camundongos Swiss infectados com tripomastigotas sanguineas (10° cepa Y/animal) de Trypanosoma
cruzi. (@) Animais infectados e ndo tratados; (m) Animais infectados e tratados por 12 dias com LQB-
118 (40mg/Kg/dia); (V) Animais ndo infectados e ndo tratados. A taxa de mortalidade dos grupos foi
observada até o 22° dia pos-infec¢do. Os dados representam a percentagem acumulativa dos animais
mortos (4 animais/grupo).

3.5.2.3 Pesagem dos 6rgaos

A medida que os animais foram & 6bito, avaliamos o peso relativo do coracéo, figado e
baco dos animais. O peso relativo foi calculado considerando o peso corporal de cada animal.
Do mesmo modo como observado no ensaio in vivo 1, os animais infectados, tratados ou nao
com LQB-118, apresentaram aumento do peso dos 6rgéos (coracdo, baco e figado) em relacdo

ao peso dos mesmos dos animais ndo infectados e néo tratados (Figura 23). Em relacdo ao
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peso do coracdo, foi observado um aumento de 49,7% (p<0,007) no grupo dos animais
infectados e n&o tratados e de 47,1% (p<0,007) no grupo dos animais infectados e tratados em
comparagdo com o grupo ndo infectado e ndo tratado (Figura 23A). Comparando o peso do
baco, foi observado um aumento de 334,7% (p<0,007) no grupo dos animais infectados e ndo
tratados e de 364,4% (p<0,007) no grupo dos animais infectados e tratados em comparagéo
com o grupo ndo infectado e ndo tratado (Figura 23B). Em relacdo ao peso figado, houve um
aumento de 19,3% no grupo de animais infectado e nédo tratado e de 18,5% no grupo de
animais infectados e tratados em comparacdo ao grupo de animais ndo infectados e nao
tratados, poréem esse aumento ndo foi considerado significativo (Figura 23C). O aumento no
peso dos 6rgdos ndo foi significativo entre os grupos infectados tratados e ndo tratados com a
LQB-118.

Figura 23 - Peso relativo do coragdo, baco e figado dos animais infectados ou ndo com T.

cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss (3-10 animais/grupo) infectados ou néo com tripomastigotas sanguineas (10° cepa
Y/animal) de Trypanosoma cruzi, eutanasiados (3-6 animais/grupo) um dia ap6s o fim do tratamento
(16° dpi) ou mortos ao longo do experimento, foram pesados e seus 6rgdos retirados e pesados em
uma balanga de preciséo. O peso relativo foi calculado considerando o peso corporal de cada animal.



77

(A) Animais ndo infectados e ndo tratados, (V) Animais ndo infectados e tratados com LQB-118
(40mg/Kg/dia) pela via oral por 12 dias consecutivos, (®) Animais infectados e ndo tratados; (m)
Animais infectados e tratados com LQB-118 (40mg/Kg/dia) pela via oral por 12 dias consecutivos.
Controle animais nao infectados e nédo tratados. **p<0,007. Teste T (Mann-Whitney test).

3.5.2.4 Andlises bioquimicas

Foram avaliados como parametros bioquimicos testes que poderiam indicar alteracdes
na funcdo renal (uréia e creatinina), na funcdo hepética (alanina-aminotrasferase (ALT) e
danos musculares (creatina). Tanto no grupo controle (animais infectados e ndo tratados)
como no grupo tratado (animais infectados e tratados com 40mg/Kg de LQB-118) houve um
aumento dos niveis de uréia comparados aos valores de referéncia (18-29mg/dL) (Figura
24A). Em relagdo a creatinina, os valores do grupo controle e tratado ficaram dentro ou
préximos dos valores de referéncia (0,2-0,8mg/dL) (Figura 24B). Na avaliacdo das alteracdes
na funcdo hepética, aferida através dos valores de ALT, os grupos controle e tratados
apresentaram niveis dentro dos valores de referéncia (28-132U/L) (Figura 24C). O grupo
controle apresentou niveis da creatina quinase acima dos valores de referéncia (68-1070U/L)

diferentemente do grupo tratado que permaneceu dentro dos limites (p<0,04) (Figura 24D).
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Figura 24 - Pardmetros bioquimicos
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Legenda: Camundongos swiss infectados (6-4 animais/grupo), tratados com LQB-118 (40mg/mL) pela via oral
por 12 dias consecutivos ou ndo (controle) foram eutanasiados no 16° dpi (um dia apds o fim do
tratamento) e o sangue coletado através de punc¢do cardiaca. O sangue foi incubado em estufa de 37°
C por 30 minutos. Ap6s esse tempo, o sangue foi centrifugado (1301g por 10 minutos) e 0 soro
obtido. A) Uréia (valores de referéncia: 18-29mg/dL). B) Creatinina (valores de referéncia: 0,2-
0,8mg/dL). C) Alanina-aminotransferase (valores de referéncia: 28-132U/L). D) Creatina quinase
(valores de referéncia: 68-1070U/L). As linhas tracejadas indicam os valores de referéncias da
Plataforma de Anélises Clinicas de Animais de Laboratério, do Centro de Criagdo de Animais de
Laboratdrio, Fiocruz. Apenas, 4 animais do grupo controle e 3 animais do grupo tratado foi possivel a
analise do soro, pois 0s demais estavam hemolizados. *p<0,04. Teste T (Mann-Whitney test).

3.5.2.5 Anélise histopatoldgica

A andlise histologica preliminar foi realizado no coragdo dos animais do ensaio in vivo
2. Foram analisados os cortes do tecido cardiaco dos quatro grupos, (1) animais nao
infectados e ndo tratados, (2) animais nédo infectados e tratados com LQB-118 (40mg/mL)

pela via oral por 12 dias consecutivos, (3) animais infectados e néo tratados, (4) animais
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infectados e tratados com LQB-118 (40mg/mL) pela via oral por 12 dias consecutivos, a partir
do 4° dia po6s infeccao.

Nos grupos de animais ndo infectados, ndo foi observado qualquer alteracdo que
sugerisse algum dano tecidual tanto no grupo sem tratamento como no grupo tratado com a
LQB-118 (40mg/mL) (Figura 25 A e B).

Em relacdo aos grupos animais infectados, pode-se observar no grupo néo infectado
um infiltrado inflamatério com predominancia de células mononucleadas, aparente
degradacéo das fibras cardiacas e muitos ninhos de amastigotas espalhados por todo o tecido
cardiaco (Figura 25 C), no grupo tratado, houve uma diminui¢do do infiltrado inflamatdrio e

do numero de amastigota (Figura 25D).



80

Figura 25 - Andlise histopatoldgica do coracdo de animais infectados ou ndo com T. cruzi

Legenda: Cortes histoldgicos de tecido cardiaco de camundongos Swiss foram corados com hematoxilina e eosina. As amostras foram obtidas de todos os grupos, infectados
ou ndo pelo T. cruzi (cepa Y). A) Grupo ndo infectado e ndo tratado. B) Grupo nédo infectado e tratado com LQB-118 (40mg/Kg) pela via oral por 12 dias
consecutivos; C) Grupo infectado e ndo tratado com presenca de ninhos de amastigotas (seta) e infiltrado inflamatorio (asterisco); D) Grupo infectado e tratado com
LQB-118 (40mg/Kg) pela via oral por 12 dias consecutivos, com presenca de ninho de amastigota (seta) e infiltrado inflamatdrio (asterisco). Aumento de 400x.
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4 DISCUSSAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é uma zoonose, causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Essa doenca é endémica em todos os paises da
América Central e do Sul, bem como o México ( Steverding, 2014).

Se passado mais de 100 anos da descoberta da doenca (1909), o tratamento se
restringe ao uso de dois medicamentos, Benznidazol e Nifurtimox. Esses medicamentos sdo
utilizados principalmente para o tratamento de casos agudos da doenca de Chagas, porém sao
considerados menos eficientes na fase cronica (Pérez-Molina et al, 2015; Steverding, 2014;
Carod-Artal e Gascon, 2010). Os medicamentos apresentam alta toxicidade como reacGes de
hipersensibilidade na pele e diversos efeitos gastrointestinais, alem de perda de peso, dores de
cabeca e mialgia (Pérez-Molina et al, 2015; Carod-Artal e Gascon, 2010). Devido ao longo
tempo de tratamento, que pode levar até 90 dias, e as diversas reacfes adversas, a frequencia
de interrupcdo do tratamento é alta para os dois farmacos, podendo chegar a 75% com o
nifurtimox e 29% com o benznidazol (Pérez-Molina et al, 2015). Sendo assim a pesquisa de
novos farmacos é necesséaria visando uma maior eficacia, sobretudo na fase crénica, além de
ampliar as alternativas terapéuticas.

Com o objetivo de colaborar para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento de doencas negligenciadas, nosso grupo de colaboradores sintetizou a
pterocarpanoquinona LQB-118, uma molécula hibrida constituida de uma naftoquinona
(lapachol) e um pterocarpano (Maia et al, 2011). Estudos anteriores mostraram o efeito
antitumoral e antiparasitario da LQB-118. A molécula induz apoptose em varios tipos de
linhagens leucémicas, tais como a linhagem de leucemia mieldide cronica (CML), de
leucemia linfoblastica aguda (Sa Bacelar et al, 2013; Maia et al, 2011), leucemia mieldide
aguda (AML) (Souza Reis et al, 2013) e em células de cancer de préstata (Martino et al,
2014). Os efeitos antiparasitarios foram mostrados contra Leishmania amazonenses
promovendo a reducdo da producdo de ATP e a inducdo de apoptose em promastigotas e
fragmentacdo do DNA em amastigotas (Ribeiro et al, 2013). In vivo a administragdo por via
oral promoveu a diminuigdo da lesdo e da carga parasitaria (Cunha-Janior et al, 2011).

Em Leishmania braziliensis nosso grupo mostrou que a LQB-118 promove aumento
da producédo de ROS e reducdo de ATP em promastigotas e in vivo e diminui o tamanho da
lesdo e carga parasitaria tanto com tratamento oral ou intralesional em hamster infectado
(Costa et al, 2014).



82

No presente estudo foi avaliada a atividade da pterocarpanoquinona LQB-118 sobre o
Trypanosoma cruzi. Estudos anteriores do nosso grupo mostraram acgdo contra as trés
principais formas evolutivas do T. cruzi clone Dm28c. Em formas amastigotas intracelulares,
a LQB-118 foi capaz de reduzir significativamente o indice de infeccdo de modo dose-
dependente, sendo a ICsp estimada em 4,2uM. Em formas tripomastigotas, a IC50 foi
estimada em 38,1uM (Azevedo, 2013) (dados ndo publicados). Assim a fim de delinear
possiveis mecanismos de acdo da LQB-118 sobre o T. cruzi e, pela primeira vez, observar sua
acao in vivo, dessa molécula nesse modelo de infecgéo, o atual trabalho foi desenvolvido.

Para tal, foi utilizado nos experimentos in vitro o clone Dm28c, que apresenta
comportamento biolégico, como crescimento e ciclo celular, de um fiel representante da
espécie T. cruzi (Contreras et al, 1988), além de complementar os dados anteriores de nosso
grupo. Ja nos experimentos in vivo foi utilizada a cepa Y, por ser uma cepa virulenta no
modelo experimental utilizado (Araujo-Jorge, 2000), com tropismo por fibras musculares
cardiacas, podendo afetar o figado e o bago, 6rgdos também acometidos durante a fase aguda
da doenca de Chagas (Souza e Alencar, 1984). Como modelo experimental, foram utilizados
camundongos (ordem Rodentia, familia Muridae e espécie Mus musculus) (Santos, 2002). A
escolha pela linhagem de camundongos albinos Swiss ndo isogénico, originais dos Estados
Unidos da América (EUA) a partir de uma colbnia de nove animais trazidos para Lausanne,
Suica em 1926 por Clara Lynch (DTAPED), se deve pela sua suscetibilidade a diferentes
cepas de T. cruzi, ndo apresentando diferenca na resisténcia quanto ao sexo, além de serem
modelos classicos para o estudo de quimioterapia experimental (Araujo-Jorge, 2000; Castro et
al, 2000).

Sobre as formas epimastigotas de T. cruzi (Dm28c) observamos um efeito tempo e
dose-dependente. A partir de 48 horas, com inibicdo de 54,83% e 65,97% nas concentracdes
2,5UM e 5uM, respectivamente. No tempo de 96h a inibicdo foi quase total, atingindo
91,82% e 99,67% nas concentracdes 2,5uM e 5uM, respectivamente (Figura 13 A). A ICs foi
estimada em 2,34+0,28uM em 48h e 0,88+0,08uM em 96h. O tratamento com a LQB-118
provocou modificacbes morfoldgicas nas formas epimastigotas. Observamos encolhimento
celular e células arredondadas, caracteristico de células em apoptose (Elmore, 2007)
principalmente nas duas maiores concentraces testadas (Figura 13 B-D).

Com o intuito de delinear o mecanismo de acdo da LQB-118, avaliamos se a molécula
estimularia a producdo de espécie reativas de oxigénio (ROS) em epimastigotas. As ROS
englobam inimeras espécies que podem ser altamente reativas. Em condi¢Ges normais, essas

especies reativas sdo mantidas nos niveis fisiologicos por diversos sistemas antioxidantes
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enddgenos e desempenham um papel na mediacdo da sinalizagdo celular. Em niveis
patologicos, a ROS podem resultar em dano oxidativo aos componentes celulares e ativar
varias vias de morte celular (Dai et al, 2014). A LQB-118 ¢ uma molécula hibrida, resultante
da juncdo de uma naftoquinona (lapachol) e um pterocarpano (Costa, 2009) e a sua porcao
quinona pode participar do ciclo redox da célula, atuando como um precursor de espécies
reativas de oxigénio e levando ao estresse oxidativo (Maia et al, 2011). Em promastigotas de
Leishmania amazonensis e L. braziliensis tratadas com LQB-118, foi visto um aumento de
producdo de ROS de forma tempo e dose-dependente (Costa et al, 2014; Ribeiro et al, 2013).
Inicialmente, realizamos um cinética de tratamento, utilizando a sonda DHE como marcador
de producdo de superoxido mitocondrial. Observamos que a maior producdo de ROS ocorria
nas concentracdes de 10uM e 20uM de LQB-118 e no tempo de 30 minutos de tratamento
(Figura 15). Ao definir as melhores concentracdes e melhor tempo, foram realizados testes
utilizando um prd-oxidante (Antimicina A) e um antioxidante mitocondrial (MitoTEMPO), a
fim de verificar se 0 aumento da producdo de ROS era de origem mitocondrial. Houve um
aumento na producdo de ROS de 25% e 38,75% nas células tratadas com 10uM e 20uM de
LQB-118, respectivamente. Nas células tratadas com LQB-118 e 0 MitoTEMPO, houve uma
diminuicdo na producdo de ROS (Figura 16). Apesar de o resultado ndo ter sido considerado
significativo pelo programa estatistico utilizado, eles sugerem que a LQB-118 afeta a
funcionalidade da mitocéndria do parasito.

Tripanossomatideos apresentam apenas uma mitocondria, com o DNA contido em
uma regido denominada cinetoplasto, essa regido esta ligada fisicamente a bolsa flagelar e
esta posicionado perpendicularmente ao eixo do flagelo (Mota, 2008). Além da mitocndria,
outras organelas sdo extremamente importantes para a sobrevivéncia do parasito, como 0
complexo de Golgi; Nesta organela que nascem as vesiculas que migram para bolsa flagelar,
onde descarregam o seu contetdo (Souza, 2009) e estéa relacionada a glicolisacdo de proteinas
(Souza, 2008). O tratamento de protozoarios com diversas drogas, incluindo naftoquinonas,
pode levar a diferentes alteracbes mitocondriais. Além das alteracdes na propria organela, o
cinetoplasto (kDNA) também apresenta desorganizagdo estrutural, tomando uma forma
irregular (Menna-Barreto e Castro, 2014). Estudos mostraram danos ultraestruturais em T.
cruzi, incluindo, desorganizacdo na morfologia dos reservossomos, inchaco mitocondrial,
formagdo de bolhas na membrana plasmatica, formacdo de estruturas membranosa
concéntricas no citoplasma, grave interrupgdo do complexo de Golgi (alteracdo das cisternas)
e condensacdo anormal da cromatina, causados por naftoquinonas (Menna-Barreto et al,

2009; Menna-Barreto et al, 2007). Verificamos que o tratamento de epimastigota com 2uM de
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LQB-118 por 24 horas, causou diversos danos ultraestruturais no parasito. Entre os danos
observados, alteracbes sugestivas de abertura de reticulo endoplasmético, aumento da regido
do cinetoplasto e vacuolo proximo a bolsa flagelar (Figura 17B). Foram observados também,
desarranjo do complexo de Golgi (dados ndo mostrados). Nosso grupo de colaboradores
mostraram anteriormente que o tratamento de promastigotas de L. amazonensis com a LQB-
118 também provocou alteraces ultraestruturais como, desarranjo do complexo de Golgi,
inchaco da mitocéndria, condensacdo da cromatina nas margens do ndcleo e formacdo de
vesiculas (Ribeiro et al, 2013).

ApoGs os resultados positivos mostrados in vitro neste trabalho e visando a busca de
novos farmacos, testamos pela primeira vez, a molécula LQB-118 no tratamento de
camundongo infectados com T. cruzi. Antes dos testes in vivo, avaliamos o perfil das
propriedades farmacocinéticas in silico através do programa admetSAR. Uma analise acerca
dos descritores moleculares de Lipinski (Ro5) foi realizada recentemente para a que
demonstrou ndo violar nenhuma das regras (Cunha-Junior, 2015). Esse dado indica
caracteristicas favoraveis para uma administracdo oral da molécula. A analise preditiva de
parametros farmacocinéticos feita in silico usando o programa ADMET indicou a via oral
como uma das possiveis cias de administracdo da LQB-118, pois apresentou boa capacidade
de ser absorvida pelo trato gastrointestinal humano (100% de absor¢éo) intestinal humana.

A familia de isoenzimas citocromo P450 (CYP450) sdo responsaveis pela
biotransformacdo de diversas drogas e o metabolismo de farmacos através desse sistema é
importante aspecto a ser analisado pois sua inducdo ou inibicdo pode levar a interacdes
medicamentosas resultando em toxicidade de drogas, reducdo do efeito farmacoldgico e
reacOes adversas a medicamentos (Ogu e Maxa, 2000). Dentre as isoenzimas que compdem a
familia, as 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A3/4 sdo reconhecidas como as mais importantes para o
metabolismo de drogas (Audi e Pussi, 2000). Nossa analise indicou que a LQB-118 tem
grandes possibilidade de ndo ser substrato das CYP450 2C9 e de néo ser tanto substrato como
inibidor das CYP450 2D6 e 3A4. Indicando que a LQB-118 ndo competiria com farmacos
metabolizados por essas isoenzimas, como alguns antiarritmicos, antibioticos,
anticonvulsivantes que sdao metabolizados pela isoenzima CYP450 3A4 (Audi e Pussi, 2000).

Na analise toxicologica, a LQB-118 ndo se mostrou uma molécula inibidora do gene
hERG I e Il. O gene hERG (human ether-a-go-go-related gene) esta relacionado com o ritmo
cardiaco, e sua inibicdo poderia levar a um prolongamento do intervalo QT (duracdo da
despolaricdo e repolarizacdo ventricular), o que levaria ao aparecimento de arritmia cardiaca
(Noord et al, 2010; Walker et al, 1999). Outro ponto importante € o fato da LQB-118 ter
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apresentado a toxicidade oral aguda de categoria Il, indicando seria potencialmente tdxica nas
doses entre 50 a 500mg/Kg, além disso, pela anélise ndo foi considerada uma molécula
carcinogénica(Tabela 5). Apos essa analise preditiva, a LQB-118 se mostrou uma molécula
segura pra a realizacdo dos ensaios in vivo.

Estudos anteriores demonstraram a eficicia do tratamento oral da leishmaniose
experimental. Cunha-Junior e colaboradores (2011) demonstraram que em camundongos
Balb/c infectados com L. amazonensis e tratados oralmente com LQB-118, houve diminuicéo
da lesdo e da carga parasitaria. Costa e colaboradores (2014) trataram hamsters infectados
com L. braziliensis com a LQB-118 por duas vias, oral e intralesional, demonstrando que o
tratamento diminuiu significativamente o tamanho da lesdo bem como a carga parasitéria.

O primeiro ensaio desse estudo tivemos como objetivo avaliar a mortalidade na fase
aguda. Nesse primeiro ensaio 0os camundongos Swiss, foram infectados com tripomastigotas
sanguineos de Trypanosoma cruzi da cepa Y e tratados com LQB-118 (20mg/Kg/dia) pela via
oral por 11 dias consecutivos a partir do 7° dpi (dia pés-infec¢do). O pico da parasitemia
ocorreu no 10° dpi, onde o grupo tratado apresentou o pico de parasitemia maior que 0 grupo
ndo tratado. Ja no 15° dpi houve uma queda na parasitemia, sendo que no grupo tratado com a
LQB-118, esta diminuicdo foi de 37,8% em comparacdo ao grupo controle, apesar desse
resultado ndo ser considerado significativo (Figura 18). No 16° dpi, 60% dos animais do
grupo controle ja havia ido a 6Obito, enquanto no grupo tratado apenas 20% dos animais
tinham morrido (Figura 19). A partir da terceira semana de infeccdo, 0s animais comecaram a
ficar extremamente debilitados, porém o peso corporal ndo diminuiu ao longo do experimento
(dados ndo mostrados).

Entre as principais alteracfes da fase aguda da doenca de Chagas, encontram-se a
hepatoesplenomegalia e a miocardite (Coura e Borges-Pereira, 2010). Por isso, avaliamos 0s
pesos relativos desses trés drgdos (coracdo, figado e baco) durante a fase aguda da doenca de
Chagas, em animais infectados ou ndo com o T. cruzi (cepa Y).

No primeiro ensaio o coragcdo aumentou 29,16% e 27,08% nos grupos infectados/ nao
tratados e infectados/tratados, respectivamente, em comparagdo aos animais néo infectados. O
baco e o figado também aumentaram, o baco foi de 137,35% e 147,16% nos grupos
infectados/ ndo tratados e infectados/tratados, respectivamente, em comparagao aos animais
ndo infectados, ja o figado aumentou em 46,05% e 47,85% nos grupos infectados/ nédo
tratados e infectados/tratados, respectivamente, em compara¢do aos animais ndo infectados
(Figura 20). Comparando os grupos infectados tratados ou néo, observamos que o coragdo do

grupo nao tratado é 7,6% maior que o do grupo tratado, porém o baco e o figado do grupo



86

tratado foi maior que do grupo ndo tratado, 7,1% e 3,9%, respectivamente, porém essa
diferenca ndo foi considerada significativa.

Né&o foi possivel realizar a histopatologia do coracdo, pois 0s 6rgaos foram retirados
algumas horas apés a morte do animal e qualquer alteracdo da histologia poderia ser
consequéncia da degradacao natural.

No segundo ensaio in vivo, 0s camundongos Swiss machos foram infectados com a
mesmo concentracdo de tripomastigotas que o ensaio anterior, porém decidimos aumentar a
concentracdo da LQB-118, de 20mg/Kg/dia para 40mg/Kg/dia. Nesse experimento, o
tratamento iniciou-se quando a parasitemia foi positiva (4° dpi) e durou 12 dias consecutivos e
a parasitemia foi avaliada diariamente. O pico da parasitemia ocorreu no 8° dpi, 2 dias antes
se comparada ao primeiro experimento. O pico da parasitemia do grupo tratado foi maior que
no grupo nao tratado, semelhante ao primeiro experimento. No 11° e 12° dpi a reducdo da
parasitemia do grupo tratado foi significativa, sendo 49,47% (p< 0,02) e 41,14% (p< 0,002),
respectivamente, em relacdo ao grupo néo tratado. Nos 13°, 14°, 15° e 16°, apesar de ndo ser
significativa, a reducdo da parasitemia foi 25,2%, 46,86%, 53,3% e 50,17%, respectivamente,
em relacdo ao grupo controle (Figura 21). Comparando o 15° dpi dos dois experimentos
realizados, verificamos que a redugdo da parasitemia foi maior no segundo experimento,
indicando que o aumento da dose da LQB-118 gerou efeitos positivos no tratamento. No 16°
dpi, que equivale ao 1° dia apds o fim do tratamento, parte dos animais foram eutanasiados
para analises bioguimicas e histologicas do coracdo e o restante foi mantido.

Assim como no experimento anterior, a partir da terceira semana, 0s animais ficaram
extremamente debilitados, porém, ndo houve perda significativa de peso corporal entre 0s
animais infectados, tratados ou ndo. O primeiro 6bito do grupo tratado ocorreu no 17° dpi.
Porém, no 20° dpi, o grupo tratado com a LQB-118, apresentou alta mortalidade, chegando a
80%, diferente do grupo controle que no mesmo tempomostrou 40% de mortalidade
acumulativa. No 21° dpi, 100% dos animais do grupo tratado com a LQB-118 haviam
morrido e no grupo controle isso ocorreu no 22° dpi (Figura 22). As anagises mostraram
aumento do peso dos 6rgdos, comparados com animais ndo infectados e ndo tratados. No
coragdo foi observado um aumento de 49,7% (p<0,007) e 47,1% (p<0,007) no grupo dos
animais infectados e ndo tratados e de no grupo dos animais infectados e tratados,
respectivamente, em comparagdo com o grupo ndo infectado e ndo tratado. O miocardio € o
tecido mais afetado durante a infeccdo por T. cruzi (Barreto-de-Albuquerque et al, 2015), na
qual os pacientes apresentam hipertrofia miocardica (Higuchi et al, 2003), com infiltrado

inflamatdrio ao longo do curso da fase aguda, predominantemente mononuclear (Barreto-de-
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Albuquerque et al, 2015; Novaes et al, 2011), além de miocardite grave e fibrose (Higuchi et
al, 2003). O baco € um 6rgdo importante para o estabelecimento da infecgdo T. cruzi, visto
que é uma fonte de células mononucleares e um reservatério de ferro que é importante para a
proliferacdo do parasito (Maioli et al, 2011), essa infec¢do pode causar necrose de macréfagos
e outras células presentes nos centros germinativos do bago (Andrade et al, 2008; Cordeiro et
al, 1997) e hiperplasia do 6rgao (Maioli et al, 2011; Minoprio et al, 1986). No ba¢o houve um
aumento de 334,7% (p<0,007) e 364,4% (p<0,007) no grupo dos animais infectados e nédo
tratados e de no grupo dos animais infectados e tratados em compara¢do com 0 grupo néao
infectado e ndo tratado. Estudos indicam que no figado, a infeccdo por T. cruzi causa
hipertrofia dos hepatécitos, reducdo da densidade de volume dos capilares e do espago
intersticial, com isso aumentando a massa do figado (Novais et al, 2015), além disso, ocorre
um aumento do infiltrado hepatico no decorrer da infeccdo, apoptose dos hepatocitos e um
progressivo depo6sito de coldgeno nas paredes dos vasos sanguineos (Barreto-de-Albuquerque
et al, 2015). No figado, houve um aumento de 19,3% no grupo de animais infectado e néo
tratado e de 18,5% no grupo de animais infectados e tratados em comparacdo ao grupo de
animais ndo infectados e ndo tratados, porém esse aumento ndo foi considerado significativo
(Figura 23). Ao compararmos 0s grupos infectados tratados ou ndo, observamos que 0
coragdo e o figado do grupo nédo tratado foi maior do que no grupo tratado, 5,5% e 4,3%,
respectivamente. O baco, apresentou um aumento de peso no grupo tratado em comparagao ao
grupo ndo tratado de 8,8%. Comparando os dois ensaios realizados, podemos observar que no
primeiro ensaio, o grupo tratado apresentou um aumento de baco e figado em comparacéo ao
grupo ndo tratado, ja& no segundo ensaio, 0 Unico 6rgdo que se apresentou aumentado em
comparagdo ao grupo néo tratado foi o baco, indicando que o aumento da dose de LQB-118
pode ter contribuido positivamente para essa diferenca.

As analises bioquimicas s6 puderam ser feitas no segundo ensaio. Avaliamos
parametros bioquimicos que poderiam indicar alteracGes na funcéo renal (uréia e creatinina),
na funcdo hepatica (alanina-aminotransferase (ALT)) e danos musculares (creatina quinase).
Observamos que tanto o grupo controle (animais infectados e ndo tratados) como o grupo
tratado houve aumento dos niveis de uréia comparados aos valores de referéncia (18-
29mg/dL), j& o outro marcador da funcdo renal, a creatinina, o grupo tratado apresentou niveis
baixos dos niveis de referencia e abaixo do grupo controle, apesar dessa diferenca nao ser
significativa, nossos resultados podem indicar ndo haver dano renal (Figura 24 B).

Analisando as possiveis alteracdes na fungdo hepética através dos valores de ALT,

observamos que tanto do grupo controle como o grupo tratado apresentaram valores dentro
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dos niveis de normalidade, porém, o grupo tratado apresentou os niveis de ALT um pouco
abaixo do grupo controle. O Gltimo pardmetro analisado foi o nivel de creatina quinase (CK).
A monitoracdo da CK é amplamente utilizada no diagnostico de miopatias, cardiomiopatias e
encefalopatias, além de ser, um marcador confiavel da necrose do miocardio (Brancaccio et
al, 2007). O grupo controle apresentou niveis da creatina quinase acima dos valores de
referéncia (68-1070U/L), indicando um possivel dano cardiaco, diferentemente do grupo
tratado que permaneceu dentro dos limites (p<0,04), mostrando que o tratamento com a LQB-
118, promoveu um efeito cardioprotetor (Figura 24 C e D).

Avaliamos também cortes do tecido cardiaco dos quadros grupos, animais nao
infectados tratados ou ndo e animais infectados tratados ou ndo. Nesse primeiro momento foi
realizada a analise qualitativa. Como dito anteriormente, 0 miocardio € um dos tecidos mais
afetados durante a infeccdo por T. cruzi em pacientes, na fase aguda da infeccdo ocorre um
processo inflamatorio, com fendmenos vasculares, exsudativos e degenerativo necrotico
(Lopes et al, 1997). Experimentalmente, em diversos modelos, o quadro se assemelha, com
infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear com macrofagos, linfocitos e seus
derivados afetando tanto o pericardio como o miocardio, miocardite com necrose miocitolitica
e degeneracdo das miofibras, fibrose intersticial e fibras cardiacas contendo ninhos de
amastigotas (Barreto-de-Albuquerque et al, 2015; Lopes et al, 1997; Chapadeiro et al, 1988;
Figueiredo et al, 1985).

No nosso estudo observamos que animais nao infectados e tratados, a LQB-118 nao
provocou alteracBes aparentes no tecido cardiaco (Figura 25 A e B). Ja em relacdo aos grupos
de animais infectados ndo tratados, observamos um grande infiltrado inflamat6rio com
predominio de células mononuclear, aparente degeneracdo das fibras cardiacas e presenca de
muitos de ninhos de amastigotas espalhados por toda a extensdo tecidual (Figura 25 C). No
grupo de animais infectados e tratados, podemos observar uma aparente diminui¢do do
infiltrado inflamatorio, da degeneracdo das fibras cardiacas e da quantidade de ninhos de
amastigotas (Figura 25 D), contudo, novos ensaios sdo necessarios a fim de realizar também a
nanalise quantitativa do infiltrado inflamatério e do nimero de ninhos de amastigotas. Esses
dados somam-se a andlise dos niveis de creatina quinase que indicou um dano muscular maior
no grupo infectado e ndo tratado em comparacdo com o grupo dos animais infectados e
tratados.

De modo geral, nossos dados in vitro e in vivo indicam que a pterocarpanoquinona
LQB-118 apresenta atividade tripanocida importante. Estudos mais aprofundados sobre o

modo de acdo de moléecula e eficacia sdo importantes para que a LQB-118 seja candidata para
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ensaios pre-clinicos e o desenvolvimento de um novo quimioterapico para o tratamento da

doenca de Chagas.
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CONCLUSAO

A acdo da LQB-118 sobre formas epimastigotas foi dependente da dose e do tempo de
tratamento. A ICso em 48 horas foi estimada 2,34 UM e em 96 horas foi estimada em 0,88
HM.

Epimastigotas tratadas com LQB-118 tiveram alteragdes morfoldgicas sugestivas de
apoptose, principalmente nas concentracdes de 2,5 e 5 uM da molécula.

Houve um aumento de 25% e 38,75% na producdo de ROS em epimastigotas nos
primeiros 30 minutos de tratamento com 10 e 20 uM de LQB-118, respectivamente.

A LQB-118 induziu ap6s 24h danos ultraestruturais nas epimastigotas, como
alteracbes sugestivas de abertura de reticulo endoplasmatico, aumento da regido do
cinetoplasto e vacuolo proximo a bolsa flagelar, além de desarranjo do complexo de Golgi.

A anélise preditiva de pardmetros farmacocinéticos feita in silico usando o programa
ADMET indicou um perfil favordvel para a LQB-118, com alta capacidade de absorcdo
gastrointestinal, toxicidade oral aguda de categoria Il (dose toxica: 50 a 500mg/Kg) e ndo
carcinogénica.

Nos estudos in vivo, a LQB-118 foi capaz de diminuir a parasitemia dos animais
infectados.

Analises bioquimicas do soro dos animais infectados, indicaram que animais tratados
com LQB-118 apresentaram niveis de uréia acima dos valores de referéncia, porém niveis de
creatinina abaixo dos niveis de referéncia. A uréia e a creatinina sdo parametros que podem
indicar alteracBes na funcéo renal. Contudo os niveis de ALT do grupo tratado apresentou
valores dentro dos niveis de normalidade. Ja a andlise da creatina quinase, mostrou que o
grupo tratado apresentou valores dentro do limite dos valores de referéncia, sugerindo que a
LQB-118 néo induziu necrose do miocardio.

Analises histologicas do coragéo, indicaram a diminuic¢do do infiltrado inflamatorio e

ninhos de amastigotas em animais tratados com a LQB-118.
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