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RESUMO

Os farmacos nifurtimox e benzonidazol tém sido utilizados no tratamento da doenca
de Chagas desde os anos 70. Ambos podem induzir efeitos colaterais nos pacientes
e ndo possuem efichcia na fase crbnica. Portanto, se torna necessaria a
identificacdo de medicamentos mais eficientes e menos toxicos para o tratamento
desta doenca. A sintese de complexos de metais de transicdo, especialmente o
ruténio, tem sido intensificada ao longo dos anos devido ao interesse nas aplicacbes
biolégicas destes compostos. Este estudo teve, como objetivo, avaliar a atividade
anti-Trypanosoma cruzi dos nitro/nitrosilo complexos de ruténio, cis-
[RUCI(NO2)(dppb)(5-me93bipy)] (1), cis-[Ru(NO,)2(dppb)(5-mebipy)] (2), ct-
[RuCI(NO)(dppb)(5-mebipy)](PFs)2 (3) e cc-[RuCI(NO)(dppb)(5-mebipy)](PFe)2 (4).
Foram avaliadas a citotoxicidade, a atividade anti-T. cruzi in vitro e in vivo e a
inibicdo da atividade enzimética da cruzaina. Foi também avaliado o mecanismo de
acado do composto 3, 0 mais ativo dentre os demais. Os 4 compostos apresentaram
baixa citotoxicidade e atividade tripanocida para as trés formas evolutivas do
parasito. Apenas o composto 1 ndo inibiu a forma epimastigota. Em relacdo a
atividade enzimatica, o composto 2 foi o Unico que nao inibiu a cruzaina. Em relagéo
ao composto 3, os parasitos tratados com este composto apresentaram alteracoes
na membrana e presenca de vacuolos correlacionados as marcacdes positivas para
iodeto de propidio e monodansilcadaverina, respectivamente. Além disso, o
tratamento proporcionou reducdo de parasitemia e aumento de sobrevida dos
camundongos infectados. Desta forma, o0s nitro/nitrosilo complexos de ruténio
representam uma classe de farmacos em potencial para o tratamento da doenca de
Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Complexo de ruténio. Oxido nitrico. Atividade
tripanocida. Autofagia.



ABSTRACT

Nifurtimox and benznidazole have been used to treat Chagas’ disease since the 70s.
Both drugs can induce side effects on the patients and are not effective when given
during the chronic phase. Therefore, more efficient drugs with lower toxicity are
needed for the treatment of this disease. The synthesis of complexes of transition
metals, especially ruthenium has been increased over the years due to the interest in
the biological applications of these compounds. The present study aimed to evaluate
the activity of anti-Trypanosoma cruzi of nitro/nitrosyl ruthenium complexes, cis-
[RUCI(NO2)(dppb)(5-mebipy)] (1),  cis-[RU(NO).(dppb)(5-mebipy)]  (2), ct-
[RUCI(NO)(dppb)(5-mebipy)](PFe)2 (3) and cc-[RuCI(NO)(dppb)(5-mebipy)](PFe). (4).
We evaluated the cytotoxicity, anti-T. cruzi activity in vitro and in vivo, and inhibition
of cruzain enzyme activity. We also evaluated the mechanism of action of compound
3, the most active among the others. All compounds showed low cytotoxicity and
trypanocidal activity against the three evolutionary forms of the parasite. Only
compound 1 did not inhibit the epimastigote form. Regarding the enzymatic activity,
compound 2 was the only one who did not inhibit the cruzain activity. Treatment with
compound 3 caused changes in the membrane and vacuoles of the parasites,
correlated to positive stains for propidium iodide and monodansylcadaverine,
respectively. Moreover, the treatment with compound 3 caused a reduction of
parasitemia and increased survival of infected mice. Thus, the nitro/nitrosyl ruthenium
complexes represent a potential class of drugs for the treatment of Chagas' disease.

Keywords: Chagas’ disease. Ruthenium complex. Nitric oxide. Trypanocidal activity.
Autophagy.
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1 INTRODUCAO

As doengas negligenciadas representam hoje cerca de 90% das
enfermidades que acometem a populacéo de paises pobres ou em desenvolvimento
e é estimado que menos de 10% das pesquisas globais envolvendo saude sao
dedicadas a elas (GLOBAL FORUM FOR HEALTH RESEARCH, 2002). Esse
descompromisso tem contribuido para a limitada disponibilidade de medicamentos
no tratamento de diferentes doencgas, como a doencga de Chagas (CHAGAS, 1909),
uma zoonose causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi.

As Unicas opc¢les de tratamento existentes por mais de quarenta anos tém
sido os farmacos benzonidazol e nifurtimox. Estes medicamentos sdo considerados
mais eficazes na fase aguda da doencga, com uma taxa de cura em torno de 80%, e
menos eficazes em pacientes que evoluiram para a fase cronica. Além disso, o
benzonidazol e o nifurtimox ndo sdo considerados medicamentos ideais, uma vez
que os seus efeitos colaterais podem ser graves, e ja existem relatos de cepas
resistentes a estas drogas (CLAYTON, 2010a). Sendo assim, existe uma grande
necessidade de novas pesquisas objetivando a identificacdo de possiveis moléculas
com atividade tripanocida, para o tratamento da doenca de Chagas, tanto na fase
aguda, devido a ocorréncia de novos casos em algumas regidbes endémicas da
América Latina e em regibes ndao endémicas ao redor do globo, quanto na fase
crdnica, que corresponde a forma mais prevalente da doenca e com menores
opcOes de tratamentos disponiveis e eficazes.

Atualmente, as investigacbes laboratoriais demonstram a atividade
tripanocida de novas moléculas em modelos animais. Dentre elas, estdo os
inibidores de cruzaina ndo peptidicos, inibidores da enzima esterol 14a-desmetilase,
0S Novos compostos sintéticos, tais como a arylimidamida DB766, os derivados de
nifurtimox, os complexos de ruténio e varios produtos naturais (BUCKNER &
NAVABI, 2010).

Em relacdo aos complexos de ruténio, a aplicagdo mais recente desta
abordagem utilizou esta classe de compostos para fornecer 6xido nitrico as células
infectadas com o T. cruzi (GUEDES et al., 2010; SILVA et al., 2009; SILVA et al.,
2010).



O oxido nitrico (NO) tem um papel importante na resisténcia da célula
hospedeira a infeccdo por protozoarios, incluindo o T. cruzi (WAGHABI et al., 2005).
Tem sido demonstrado, em modelo experimental de fase aguda, que camundongos
deficientes na expressdo da enzima sintase induzivel de oxido nitrico (INOS) sao
suscetiveis a infeccdo por T. cruzi, proporcionando o aumento da parasitemia e
consequente, mortalidade (HOLSCHER et al., 1998).

Com base nos estudos tripanocidas realizados com compostos metalicos e
nos conhecimentos sobre a importancia do NO no controle da infeccédo, este
trabalho propods a utilizagdo de nitrosilo/nitro complexos de ruténio para a realizagéo
de testes in vitro e in vivo para avaliar a atividade anti-T. cruzi, buscando, assim,

uma nova alternativa terapéutica para o tratamento da doenca de Chagas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar novos nitrosilo/nitro complexos de ruténio com atividade anti-T.

cruzi.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o potencial citotoxico de quatro complexos de ruténio;

- Verificar a capacidade destes compostos em inibir o crescimento da forma
epimastigota em cultura axénica e a viabilidade da forma tripomastigota;

- Avaliar a capacidade dos compostos em inibir a replicacdo da forma
amastigota em macrofagos peritoneais infectados pelo T. cruzi;

- Avaliar a capacidade destes complexos de ruténio em inibir a atividade da
cruzaina;

- Avaliar a atividade tripanocida destes complexos em modelo de infecgéo in
Vivo;

- Verificar a presenca de alteragOes ultraestruturais decorrentes do tratamento
in vitro do composto mais ativo;

- Avaliar a morte parasitaria em decorréncia do tratamento com o composto

mais ativo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HISTORICO DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas e seu agente causal foram descobertos no Brasil por
Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909). Os vetores desta doenca, mais de 150
espécies de triatomineos, principalmente dos géneros Triatoma, Panstrongylus e
Rhodnius, foram capazes de transmitir a doenga, como uma enzoose, entre as mais
de cem espécies de mamiferos, sobretudo de espécies silvestres (marsupiais,
quiropteros, roedores, edentados, carnivoros, logomorfos e primatas) por quase dez
milhdes de anos (revisto por COURA & VINAS, 2010).

A chegada dos seres humanos na Ameérica e 0 consequente aumento das
atividades agricolas e da domesticacdo de animais proporcionaram a transmissao
acidental de T. cruzi na populacdo humana, e a doenca de Chagas, por milhares de
anos, passou a ser considerada uma antropozoonose (revisto por COURA & DIAS,
2009).

Evidéncias da presenca de Triatoma infestans em habitagcdes humanas em
tempos pré-colombianos, como nas culturas Inca e Chinchorro, e a identificacdo de
DNA de T. cruzi em mumias encontradas no norte do Chile e sul do Peru, com
datagcbes de nove mil anos indicam uma introdugdo gradual da transmisséo
domiciliar da doenca de Chagas (AUFDERHEIDE et al., 2004).

Nos ultimos 200-300 anos, como resultado do desmatamento provocado pela
expansdo da agricultura e agropecuéria, além da abertura de vias terrestres de
transporte, os insetos silvestres se adaptaram ao ambiente doméstico na procura de
nova fonte alimentar, a exemplo do sangue de animais domésticos e de seres
humanos. Deste modo, um novo ciclo de infec¢ao foi estabelecido e a doenca de
Chagas passou a ser classificada como uma zoonose, isto é, uma doenca que se
transmite entre animais e seres humanos endemicamente (revisto por ZINGALES,
2011).
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3.2 PATOGENIA DA DOENCA DE CHAGAS

A infeccdo chagéasica apresenta duas fases bem distintas: fase aguda e fase
cronica. A fase aguda é caracterizada por alta parasitemia e apresenta diferentes
manifestacdes clinicas, sendo elas: assintomatica, oligossintomatica ou sintomatica.
Na forma sintomatica observa-se a presenca de  adenomegalia,
hepatoesplenomegalia, alteracdo bipalpebral unilateral (sinal de Romafia),
miocardite e meningoencefalite (revisto por COURA, 2003). A fase aguda pode levar
a mortalidade em até 10% dos casos graves, principalmente por meningoencefalite,
sendo que, esta manifestacdo clinica € quase sempre fatal nos menores de dois
anos de idade, segundo observacfes de proprio Carlos Chagas (CHAGAS, 1916).

Ap6s um periodo de laténcia de 10 a 15 anos, no qual os individuos
permanecem assintomaticos na chamada forma indeterminada, em torno de 40 a
50% dos pacientes podem evoluir para os trés tipos principais de doenca crbnica
(forma cardiaca, digestiva ou mista). A forma cardiaca é caracterizada por miocardite
crdnica, insuficiéncia cardiaca e eventualmente morte subita, por arritmia cardiaca.
Ja a forma digestiva é caracterizada pela presenca de megaesoéfago e megacolon,
ou seja, aumento exagerado do eséfago ou colon por contracdo dos esfincteres
correspondentes. A forma mista é caracterizada pela presenca da forma cardiaca e

digestiva, simultaneamente (revisto por COURA, 2003).

3.3 TRASMISSAO DA DOENCA DE CHAGAS

Classicamente, a doenca de Chagas é transmitida pela via vetorial (CHAGAS,
1909), ou seja, através das fezes de triatomineos contendo a forma tripomastigota
metaciclica do parasito. O triatomineo se infecta através do repasto sanguineo,
alimentando-se do sangue de um mamifero infectado com a forma tripomastigota
sanguicola. Dentro do inseto, o0 parasito se diferencia em epimastigota e se replica
no intestino do vetor por divisdo binaria. Antes de emergir em suas fezes a forma
epimastigota € diferenciada em tripomastigota metaciclica (revisto por GARCIA &
AZAMBUJA, 1991).
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Quando o triatomineo infectado realiza o repasto sanguineo, ele defeca na
pele da vitima, depositando T. cruzi junto as fezes. O parasito também é capaz de
penetrar no novo hospedeiro através de cortes e abrasdes na pele ou através dos
olhos ou da boca (revisto por GARCIA & AZAMBUJA, 1991).

O parasito pode infectar macréfagos e uma variedade de outras células, com
predominancia de células do baco, figado, linfonodos, tecido conjuntivo intersticial,
miocardio ou musculos esqueléticos. A forma intracelular e replicativa nos
mamiferos, amastigota, se multiplica nos tecidos formando pseudocistos que se
rompem liberando as tripomastigotas sanguicolas na corrente sanguinea. Alguns
parasitos, sob a forma de tripomastigota, recirculam e voltam a se localizar em

outras células, reiniciando o ciclo (revisto por COURA, 2003) (Figura 1).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Triatomine bug takes a blood meal
o P metacyclic rypomastigotes in feces, e Metacydlic trypomastigotes
Irypomastigotes enter bite wound o penetrate various cells at bite

T such as the conjunctiva)

wound site. Inside cells they
transform into amastigotes.

¢

Metacyclic trypomastigotes =
in hindgut A @

d B S
0 Amastigotes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues.
and transform into
intracellular amastigotes
in new infection sites.
Clinical manifestations can
result from this infective cycle.

Triatomine bug takes
Epimastiaot a blood meal
o pimastigotes trypomastigotes ingested)

i Wy -

A=

A: Infective Stage /@ mellular amastigotes

= " — o transform into trypomastigotes,
A Dignashe Sige then burst out of the cell

and enter the bloodstream.

Figura 1 — Ciclo de vida do T. cruzi, o agente causal da doenca de Chagas.
Fonte: Center for Disease Control and Prevention.

Nos ultimos anos, a maioria dos novos casos da doenca de Chagas esta
relacionada as transmissdes pelas vias oral, congénita e por transfusdo de sangue.

No Brasil a via oral representa a principal forma de infec¢do atualmente. Também
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sdo formas de transmissdo o acidente de laboratério, a manipulacdo de animais
infectados, o transplante de 6rgdos e o ato sexual (feridas, esperma ou fluidos
menstruais) (COURA, 2007).

3.4 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS

A Organizacdo Mundial de Saude estima que existam 10 milhdes de pessoas
infectadas com o T. cruzi em todo o mundo, principalmente na América Latina, onde
a doenca de Chagas é endémica. Estima-se que mais de 25 milhdes de pessoas
estdo em risco de doenca e que, em 2008, esta doenca tenha matado mais de
10.000 pessoas. (OMS, 2010).

No Brasil, atualmente, predominam o0s casos cronicos de doenca de Chagas
decorrentes de infec¢Bes adquiridas no passado, com aproximadamente 3 milhdes
de individuos infectados. No entanto, nos ultimos anos, a ocorréncia de doenca de
Chagas aguda tem sido observada principalmente nos estados da Amazonia Legal,
com casos isolados em outros estados. No periodo de 2000 a 2011, foram
registrados no Brasil 1.252 casos de doenca de Chagas aguda. Destes, 70%
(877/1.252) foram por transmissao oral, 7% por transmisséo vetorial (92/1.252), e em
22% (276/1.252) dos casos nédo foi identificada a forma de transmissao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Casos agudos resultantes da contaminacao oral tém sido documentados por
surtos em diferentes localidades, com maior frequéncia na regido amazonica, onde 0
fruto do acaizeiro € uma importante fonte de contaminacéo (revisto por MONCAYO &
SILVEIRA, 2009). Outros casos de contaminacdo por via oral também ja foram
documentados na Venezuela, Guiana Francesa e nas regides nordeste e sul do
Brasil (revisto por ZINGALES et al., 2012). Em 2007, em uma escola em Caracas,
Venezuela, 103 criancas foram infectadas com o consumo de suco de goiaba
contaminado. Destas, 75 apresentaram sintomatologia para doenca de Chagas
aguda e uma crianca veio a 6bito (ALARCON DE NOYA et al., 2010). No Brasil, em
2005, 24 casos agudos da doencga foram registrados em Santa Catarina, e todos
eles foram relacionados com a ingestdo de caldo de cana contaminado com o
parasito (STEINDEL et al., 2008).
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A doenca de Chagas endémica na América Latina come¢ou como uma
doenca negligenciada de populacdes pobres e rurais. A urbanizacdo da populacdo
rural na Ameérica Latina fez com que a doenca de Chagas se tornasse um importante
problema de saude publica, introduzindo novos riscos, tais como a possibilidade de
transmissdo de T. cruzi por meio de transfusdo sanguinea (revisto por COURA &
VINAS, 2010).

No Brasil, em 2010, a Resolucao da Diretoria Colegiada — RDC N° 57 passou
a determinar a triagem soroldgica para a doenca de Chagas nas transfusdes
sanguineas. Atualmente os bancos de sangue estdo controlados no Brasil e em
muitos outros paises da América Latina. Entretanto, o sangue infectado ainda € um
grande problema na Bolivia, onde, em cidades como Santa Cruz de la Sierra e
Cochabamba, até a metade de doadores de sangue podem estar infectados com o
T. cruzi (revisto por COURA & VINAS, 2010).

O aumento da migracdo da populacdo no mundo mudou o cenéario da
distribuicdo da doenca de Chagas, principalmente entre os paises ndo endémicos. O
movimento populacional dos paises endémicos para os paises ndo endémicos, além
da possibilidade de transmissdo da doenca de Chagas por transfusao de sangue,
transplante de 6rgdos e via congénita, favoreceram a entrada do T. cruzi em
diferentes regides geogréficas, incluindo a Ameérica do Norte (Estados Unidos e
Canada), oeste do Pacifico (principalmente Japéo e Austrélia) e, mais recentemente,
Europa (sobretudo a Bélgica, Espanha, Franca, Italia, Reino Unido e Suica, e, em
menor grau Alemanha, Austria, Croacia, Dinamarca, Holanda, Luxemburgo,
Noruega, Portugal, Roménia e Suécia) (SCHMUNIS, 2007).

Estima-se que mais de 300.000 individuos estejam infectados com o T. cruzi
nos Estados Unidos, mais de 5.500 no Canada, mais de 80.000 na Europa e na
regido do Pacifico ocidental, mais de 3.000 no Japdo e mais de 1.500 na Australia
(Figura 2) (SCHMUNIS, 2007).
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Figura 2 — Rotas de migragdo da América Latina e estimativa do nimero total de individuos
infectados em paises ndo endémicos.
Fonte: COURA & VINAS, 2010.

Esses movimentos populacionais comegaram a criar novos desafios
epidemioldgicos, econdmicos, sociais e politicos, uma vez que em decorréncia do
novo cenario de distribuicdo da doenca de Chagas, a necessidade de melhorar o
sistema de vigilancia sanitaria, com triagem sorolégica nos bancos de sangue e
controle no transplante de o6rgaos, além da inclusdo do diagnoéstico diferencial e
tratamento especifico para a doenca de Chagas nos paises nao endémicos se torna
urgente (COURA & VINAS, 2010).

3.5 TRATAMENTOS DISPONIVEIS

Existe uma urgente necessidade de mais opcbes de tratamento para a
doenca de Chagas. Os medicamentos existentes, benzonidazol e nifurtimox (figura
3), foram introduzidos na clinica ha mais 40 anos atrds e apresentam eficacia
limitada no tratamento da fase crbnica da infeccao (revisto por COURA, 2003). Além
disso, ja existem casos de cepas resistentes aos medicamentos na infec¢cdo aguda,
gue requer longos periodos de tratamento (60 dias para o benzonidazol e até 90

dias para nifurtimox). A deficiéncia no sistema de saude de muitas comunidades
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rurais e pobres, em paises endémicos, também contribui para a redugéo da eficacia
do tratamento e o favorecimento de mecanismos de resisténcia aos medicamentos,
em decorréncia da infraestrutura limitada e da falta de suporte para oferecer o
tratamento completo aos pacientes (CLAYTON, 2010b). Ambos os medicamento
podem causar efeitos colaterais potenciais, incluindo erupgdes cutaneas, nauseas e
insuficiéncia renal e hepatica, além de convulsdes e outros distirbios do sistema

nervoso que o nifurtimox também pode causar (revisto por CLAYTON. 2010b).

A B

Figura 3 — Estrutura quimica dos medicamentos benzonidazol (A) e nifurtimox (B)

O benzonidazol, um derivado 2-nitroimidazdlico, e o nifurtimox, um derivado
5-nitrofurano, fazem parte de uma mesma familia, a dos nitroheterociclicos, mas
possuem diferentes grupos quimicos e apresentam diferentes mecanismos de acéo
contra o T. cruzi. A acao tripanocida do nifurtimox deve-se a redugédo metabdlica do
grupo nitro gerando radicais nitroanion muito reativos e téxicos ao parasito
(DOCAMPO & STOPANI, 1979). Acredita-se que 0 mecanismo de acao do
benzonidazol esta envolvido com a ligacdo covalente de seus intermediarios
nitroreduzidos a varios componentes celulares como DNA, proteinas e lipidios,
provocando a inibicdo do crescimento dos parasitos (DIAS DE TORANZO et al.,
1988).
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3.6 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS ANTI-T. cruzi

InvestigacBes bioquimicas e fisiolégicas comparativas entre o parasito e o
hospedeiro representam uma interessante abordagem racional na quimioterapia
antiparasitaria. A identificacdo de diferencas em processos metabodlicos essenciais
ao parasito, mas ndo no hospedeiro, permite a inibicdo seletiva ao parasito, com
consequente reducdo dos possiveis efeitos adversos do tratamento (revisto por
SOEIRO & de CASTRO, 2011).

Além da determinacdo de alvo(s) especifico(s) identificado(s) em vias
metabdlicas chave para o parasito, outros métodos também estdo sendo utilizados
na busca de novas quimioterapias para as doencas parasitarias. Dentre eles, o
reposicionamento de farmacos, ou seja, o uso de farmacos j4 aprovados no
tratamento de outras doencas, uma vez que ja foram submetidos a ensaios clinicos
dispendiosos (revisto por CLAYTON. 2010b) e a terapia combinada (COURA, 2009).

Estudos recentes tém permitido a identificacdo de alvos potenciais em T.
cruzi, que incluem o metabolismo de esterdis, o DNA e diferentes enzimas, tais
como as cisteino-proteases (revisto por SOEIRO & de CASTRO, 2011). O T. cruzi
possui uma cisteino-protease semelhante a L-catepsina denominada de cruzipaina
(ou cruzaina), que € a principal responséavel pela atividade proteolitica envolvida em
varios processos vitais, em todos os estdgios do ciclo evolutivo do parasito
(SCHARFSTEIN et al., 1986; CAMPETELLA et al.,, 1990; SOUTO-PADRON et al.,
1990).

E descrito na literatura que a cruzaina parece ser importante para a
sobrevivéncia do parasito, para o seu crescimento e diferenciagdo celular (DOS
REIS et al., 2006; MCKERROW et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que esta
enzima desempenha papel importante no processo de internalizacdo do parasito em
células de mamiferos (SOUTO-PADRON et al., 1990) e na replicacao intracelular do
T. cruzi (MEIRELLES et al., 1992).

Diante da importéncia desta enzima, a inibicdo da cruzaina do T. cruzi tem
sido proposta como uma abordagem terapéutica para o tratamento da doenca de
Chagas. Entre os inibidores da cruzaina, o composto K777 apresentou atividade
tripanocida in vitro, bloqueando a proliferacdo de ambas as formas replicativas do

parasito, epimastigota e amastigota, além da metaciclogénese (diferenciacdo de
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epimastigotas em tripomastigotas metaciclicas). Este composto também foi capaz de
reduzir os niveis de parasitemia e prolongar a sobrevivéncia de camundongos
infectados em modelos de infeccdo aguda e crénica da doenca de Chagas, com
minima de toxicidade (ENGEL et al., 1998).

Além da cruzaina, outras enzimas tém importancia fundamental na
sobrevivéncia do parasito e representam alvos atraentes na sintese de inibidores
para a terapia anti-chagasica. Dentre elas, a tripanotiona redutase, hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase, a diidrofolato redutase, a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e as enzimas da sintese de esterois, como Cl4a-esterol desmetilase,
esqualeno sintetase e oxidosqualeno ciclase (revisto por SOEIRO & de CASTRO,
2011). Ensaios pré-clinicos com diferentes inibidores tém sido realizados, mas o
potencial clinico destes compostos s6 podera ser determinado a médio e longo
prazo (10-15 anos) (revisto por URBINA, 2010).

Dentre os compostos testados contra o T. cruzi nas Ultimas trés décadas, 0s
inibidores da biossintese de ergosterol sdo considerados bons candidatos no
desenvolvimento da nova terapia para a doenca de Chagas. Dentre os mais
promissores estdo alguns novos derivados de triazol que sédo capazes de inibir a
enzima Cl4a-esterol desmetilase do parasito. Os ensaios pré-clinicos de dois deles,
posaconazol e ravuconazol, demonstram atividade anti-T. cruzi promissora. Como
resultado, o posaconazol e um pro-farmaco do ravuconazol (E1224) estdo sendo
avaliados em estudos clinicos de fase Il para a doenca de Chagas (revisto por
BUCKNER & URBINA, 2012). Apesar de promissores, 0 elevado custo para a
fabricacdo destes compostos pode representar um obstaculo na terapia da doenca
de Chagas (revisto por URBINA, 2010).

Os compostos de coordenacdo, assim como O ruténio, mostram-se
promissores agentes terapéuticos, exibindo interessantes propriedades
farmacoldgicas para aplicacbes metalofarmacéuticas (revisto por TFOUNI et al.,
2012). Assim, a sintese de novos complexos de ruténio, especialmente os doadores
de NO, representa uma alternativa interessante para o tratamento da doenca de
Chagas (NAPOLI & IGNARRO, 2003), uma vez que € descrita na literatura a
atividade tripanocida de classicos doadores de NO, como SNAP (S-nitroso-acetil-
penicilamina) e SNP (nitroprussiato de s6dio) como efeito do NO gerado (BOCEDI et
al., 2004).
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As concentragdes fisiopatologicas de NO produzidas durante a fase inicial da
infeccdo aguda da doenca a partir dos macréfagos podem participar da morte
parasitaria por mecanismos dependentes de NO (VESPA et al., 1994). A infeccdo
aguda da doenca de Chagas induz o aumento de IL-12 e TNF-a, proporcionando a
producdo de IFN-y e a consequente expressao de INOS, ou seja, a ativacdo de
sintese de NO que possui atividade tripanocida (GAZZINELLI et al.,, 1992;
CARDILLO et al., 1996). Ja a inibicdo de iINOS reduz o efeito tripanocida, sugerindo
que o NO tem efeito inibitério no crescimento do parasito (SILVA et al., 1995;
CARDILLO et al., 1996).

Tem sido descrito na literatura o uso de diferentes complexos de ruténio
doadores de NO na terapia da doenca de Chagas (GUEDES et al., 2010; SILVA et
al., 2007; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010). GUEDES et al., 2010 descrevem a
reducdo da carga parasitaria e da inflamacgdo cardiaca, além da sobrevivéncia de
100% dos camundongos tratados com o composto trans-[RuCl([15]aneN,)NOJ** em
modelo experimental de fase aguda da doenca de Chagas. Em relacdo aos ensaios
in vitro, este composto apresentou atividade 10 e 100 vezes superior em relacdo ao
benzonidazol quando testados em amastigotas e tripomastigotas, respectivamente.

SILVA et al. (2010) descreveram a atividade anti-T.cruzi de diferentes
complexos de ruténio e sugeriram que os compostos cis-[Ru(NO)(bpy).L](PFs), sé@o
eficazes agentes tripanocidas por um mecanismo envolvendo a S-nitrosilacdo da
Cys 166 presente no sitio ativo da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) do parasito. SILVA et al. (2009) descreveram outra classe de complexos
de ruténio, trans-[Ru(NO)(NH3)4L]**, e também demonstraram a atividade tripanocida
de alguns destes compostos, tais como o [Ru(NO)(NH3)4isn](BF4)s. Os resultados in
vivo demonstram auséncia de ninhos de amastigota no tecido do miocardio e
sobrevivéncia dos animais tratados com a dose de 400 nmol/kg/dia, durante 15 dias.
SILVA et al. (2007) sugerem que o NO liberado apés reducdo dos nitrosilos
complexos de ruténio trans-[Ru(NO)(NHz)4isn](BF4)s e trans-
[RU(NO)(NH3)4mN](BF4)s é o0 agente terapéutico responsavel pela atividade
tripanocida destes compostos.

A estratégia do uso de doadores de NO na terapia da doenca de Chagas
deve ser estudada com cautela, uma vez que os elevados niveis de NO podem
modificar o metabolismo celular normal, causando danos ainda ndo bem
caracterizados para a célula hospedeira (MARTINS et al., 1998; BONAVIDA et al.,
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2006). SILVA et al. (2009) observaram um aumento paradoxal no numero de
parasitos presentes no tecido miocardico quando doses mais elevadas foram
utilizadas no tratamento dos camundongos infectados com o T. cruzi. Este
parasitismo aumentado reforca a idéia de que muitas questdes importantes devem
ser abordadas antes que esta estratégia terapéutica seja utilizada clinicamente,
principalmente que relagéo a biodisponibilidade oral e seguranca.

Assim, interacdes interdisciplinares dos diferentes campos da ciéncia, desde
a genética, a biologia celular e molecular, a quimica, a bioinformatica e a
farmacologia, sdo necessarias para o0 desenvolvimento e/ou identificacdo de
farmacos eficazes, sem (ou com baixa) toxicidade e com baixo custo de producdo

para serem utilizados no tratamento da doenca de Chagas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COMPLEXOS DE RUTENIO

Os complexos de ruténio cis-[RUCI(NO2)(dppb)(5-mebipy)] (composto 1), cis-
[RU(NO>)2(dppb)(5-mebipy)] (composto 2), ct-[RuCI(NO)(dppb)(5-mebipy)](PFs)2
(composto 3) e cc-[RuCI(NO)(dppb)(5-mebipy)](PFs)2, (composto 4) onde dppb =
1,4-bisdifenilfofinabutano, 5-mebipy = 5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina (Figura 4), foram
obtidos do Laboratério de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorganicos —
LERCI, no departamento de quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos, em

uma colaboragcédo com o grupo chefiado pelo prof. Alzir Azevedo Batista.
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- Figura 4: Estrutura quimica dos complexos de ruténio avaliados neste estudo.
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O complexo de ruténio 1 é o composto protétipo, uma vez que foi utilizado
como molécula base para a sintese dos demais compostos. As variagcdes entre 0s
diferentes complexos de ruténio estdo na presenca ou auséncia do grupo
nitro/nitrosol e do atomo de cloro. O composto 1 apresenta um grupo nitro e um
atomo de cloro. J& no composto 2, o atomo de cloro foi substituido por um grupo
nitro e, portanto, apresenta dois grupos nitro como substituintes. A partir do
composto 1, para a sintese dos compostos 3 e 4, houve substituicdo do grupo nitro
para o grupo nitrosilo. A diferenca entre os compostos 3 e 4 esta na localizacdo do
NO. No composto 3, 0 NO esta na posicao cis ao cloro e trans ao fosforo. Ja no

composto 4, o NO esta cis ao cloro e cis ao fésforo.

4.2 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados 200 camundongos (Mus musculus) da
linhagem BALB/c, fémeas, com o peso variando entre 18 e 20 g, provenientes do
biotério do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz, em condi¢cdes de alimentacdo ad
libutum e livres de patégenos. Todos os procedimentos realizados foram aprovados
pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA/FIOCRUZ/CPqGM), projeto
n°.002/2011.

4.3 PARASITOS

Os parasitos na forma epimastigota da cepa Y foram obtidos de amostras
criopreservadas e armazenadas no Laboratério de Engenharia Tecidual e
Imunofarmacologia (LETI - CPgGM - FIOCRUZ) por sucessivas passagens in vitro.
Ja os parasitos na forma tripomastigota da cepa Y foram coletados do sangue de
animais da linhagem BALB/c infectados por via intraperitoneal sete dias pos-

infeccéo.
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4.4 CULTIVO DE PARASITOS

Parasitos na forma tripomastigota foram cultivados em meio de cultura RPMI
1640 (Gibco®, Grand Island, NE, EUA) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 50 yg/mL de gentamicina (Novafarma, Anapolis,
GO, Brasil), juntamente com células da linhagem LLC-MK2 (células de rim de
macaco rhesus) e mantidos em estufa a 37°C e 5% de CO; por sete dias.

As formas epimastigotas do T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (“liver
infusion tryptose”) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab), 1% de
hemina (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 1% de meio R9 e 50 ug/mL de gentamicina

(Novafarma) e mantidos em estufa a 26 °C por 11 dias.

4.5 ENSAIOS IN VITRO

4.5.1 Obtencado de macréfagos peritoneais

Macrofagos do exsudato peritoneal foram obtidos de camundongos da
linhagem BALB/c, a partir da inducdo de inflamacdo através da injecao de
tioglicolato a 3% (Sigma). Apos cinco dias da inducéo, os animais foram submetidos
a eutanasia em camara de gas de diéxido de carbono e, sob condicdes estéreis, a
pele da regido abdominal foi retirada para a visualizagcdo do peritdnio. Foram
injetados 10 mL de solugéo salina na cavidade peritoneal dos animais, e, apds uma
massagem no abdémen, os macréfagos foram coletados com auxilio de uma
seringa. As células foram centrifugadas a 1500 RPM (363 x g) por 10 minutos,
contadas e plaqueadas para os ensaios de citotoxicidade e de infeccdo de

macrofagos.
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4.5.2 Avaliagéo de citotoxicidade

A determinacdo da concentracdo letal para 50% da populacdo celular (LCsp)
foi realizada através do ensaio de Alamar Blue® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Os macréfagos peritoneais (10°/poco)
foram cultivados em placa de cultura de 96 pocos e incubados em estufa umidificada
a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. Posteriormente, os compostos em diferentes
concentragbes (100; 33,33; 11,11; 3,70 e 1,23 pg/mL) foram adicionados e
incubados por seis horas nas mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade. Apdés
este periodo de incubacédo, os pocos foram lavados com salina e, em seguida, foi
adicionado o reagente Alamar Blue (Invitrogen) na concentracdo de 10%. Os
macréfagos foram incubados por mais 24 horas e, em seguida, foram realizadas as
leituras colorimétricas da placa de 96 po¢os com os comprimentos de onda de 570 e
600 nm. O calculo para a obtencdo do valor de LCs, foi efetuado, utilizando-se
regressao nao linear no programa Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

Apenas o composto 3, que apresentou a atividade tripanocida mais ativa, foi
testado em outras concentrac¢des (25, 10, 5 e 1 uM) por 96 horas.

4.5.3 Avaliacao da acgéo tripanocida

Parasitos na forma epimastigota (10’ parasitos/poco) foram incubados em
placa de 96 pogos, em triplicata, em meio LIT suplementado com 10% de soro
bovino fetal (Cultilab), 1% de hemina (Sigma), 1% de meio R9 e 50 pg/mL de
gentamicina (Novafarma) a 26°C, na presenca dos compostos em teste em
diferentes concentragfes (100; 33,33; 11,11; 3,70; 1,23 e 0,41 pg/mL). Apds o quinto
dia de incubacéo, os parasitos foram contados em camara de Neubauer.

Os compostos também foram testados na forma tripomastigota. Neste ensaio,
os parasitos (4 x 10° tripomastigotas/poco) foram incubados em placa de 96 pocos,
em triplicata, em meio de cultura RPMI (Gibco) suplementado com 10% de soro

bovino fetal (Cultilab) e 50 ug/mL de gentamicina (Novafarma) na presenca dos
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compostos em diferentes concentragbes (100; 33,33; 11,11; 3,70; 1,23 e 0,41
pug/mL). Apés 24 horas de incubacdo, os parasitos viaveis foram contados em
camara de Neubauer.

As diferentes concentracdes dos compostos foram avaliadas com o objetivo
de determinar a concentracdo que inibe em 50% o crescimento ou a viabilidade dos
parasitos (ICsp). O valor da ICsy foi determinado com base na porcentagem de
inibicdo do crescimento do parasito para a forma epimastigota e na inibicdo da
viabilidade parasitaria para a forma tripomastigota. O calculo para a obtencdo do
valor de ICs foi efetuado, utilizando-se regressao nao linear no programa Prism 5.01
GraphPad (GraphPad Software). O farmaco padréo utilizado como controle positivo

foi o benzonidazol (Rochagan®).

4.5.4 Infeccao de macréfagos peritoneais por T. cruzi

Foi avaliada também a acado tripanocida dos compostos para a forma
amastigota. Os macréfagos estimulados por tioglicolato 3% (Sigma) obtidos por
lavagem peritoneal foram incubados em placa de 24 po¢gos em uma concentragéo de
2 x 10° células/poco em estufa umidificada & 37°C e 5% de CO- por 24 horas. Ap6s
este periodo, os macréfagos foram infectados com 2 x 10° tripomastigotas/poco por
duas horas. Em seguida, os pocos foram lavados e os compostos foram adicionados
em diferentes concentracdes (25, 10, 5 e 1 uM). Apéds seis horas de incubacdo em
estufa a 37°C e 5% de CO,, os pocos foram lavados com solucao salina e mantidos
com meio de cultura em estufa, nas mesmas condi¢des, por quatro dias. As células
infectadas foram fixadas em alcool etilico absoluto, por dez minutos, as laminulas
foram coradas por hematoxilina e eosina e montadas em laminas com Entellan
(Entellan®, Merck Millipore, Billerica, MA, EUA). Foram avaliados o namero de
macréfagos infectados e a quantidade de amastigotas por macrofagos. A avaliacdo
destes parametros foi realizada através de observacdo em microscopio Optico
(Olympus, Toquio, Japéo). O benzonidazol foi utilizado como controle positivo do
experimento, enquanto o controle negativo correspondeu as células infectadas com

os parasitos. O valor de ICsy para a forma amastigota foi realizado utilizando como
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parametro a quantidade de amastigotas por macréfagos através da regressdo nao
linear no programa Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software).

Com o objetivo de verificar a acdo do composto 3 de forma mais tardia, foi
realizado um ensaio alternativo de infeccdo de macréfago apenas com este
composto nas concentracdes de (25, 10, 5 e 1 uM). Para este ensaio, foram também
utilizados macrofagos peritoneais elicitados de camundongos BALB/c estimulados
com tioglicolato (3%) (Sigma). Os macréfagos (2 x 10°) foram incubados em placas
de 24 pocos e mantidos em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; por 24 horas.
Ap6s este periodo, os macréfagos foram infectados com 2 x 10°
tripomastigotas/pogo por duas horas. Os pogos foram lavados e mantidos nas
mesmas condicdes de temperatura e umidade por 48 horas. Em seguida, o
composto foi adicionado nas diferentes concentracdes e a placa foi mantida em
estufa por mais 96 horas. As células foram fixadas e as laminas foram montadas de
forma semelhante ao experimento anterior. Foram também avaliados o nimero de
macrofagos infectados e a quantidade de amastigotas por macrofagos. O farmaco
benzonidazol foi utilizado como controle positivo, enquanto as culturas sem
tratamento constituiram o controle negativo.

Os ensaios de citotoxicidade e de infeccdo de macrofagos foram realizados
utilizando as mesmas condigcdes de concentracdo dos compostos e tempos de
incubacdo com o objetivo de avaliar o indice de seletividade (IS) dos compostos, ou
seja, para avaliar quao seletivo o composto € ao parasito em relacao as células de

mamifero.

IS = LCs0 + ICsp (amastigota)

4.5.5 Ensaio de inibicdo enzimética - cruzaina

4.5.5.1 Expresséao e purificagdo cruzaina recombinante

A bactéria BL21(DE3)pLysS foi transformada com o plasmideo pChey Tc

Delta (gentilmente cedido ao nosso grupo pelos doutores James Hobson McKerrow
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e Anna Tochowicz - University of California in San Francisco, School of Medicne,
Department of Pathology, USA). O lisado das bactérias transformadas foi submetido
a cromatografia de troca ibnica em coluna HiTrap Q Sepharose Fast Flow (GE
Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia) através do cromatografo Akta purifierl0

(GE Healthcare Life Sciences) para purificacdo da cruzaina recombinante.

4.5.5.2 Determinacédo da atividade inibitoria

A cruzaina recombinante foi ativada em tamp&o acetato (0,1 M; pH 5,5)
contendo 50 uM de DTT e 0,01 % de triton-X. A enzima foi ajustada para obter uma
concentracéo final de 5 ng nos poc¢os. Todos os ensaios foram realizados em placas
de 96 pocos opacas (96 Thermo Electron CliniPlate). No ensaio de competi¢édo, 60
ML de uma solucdo de cada potencial inibidor quimico (complexos de ruténio, 100
MM) e 20 uL da enzima foram adicionados nos respectivos pogos e a reagao foi
incubada por 30 minutos a 35 °C. Apds esse tempo, adicionou-se 80 L do substrato
Cbz-Phe-Arg-7-amino-4-metilcumarina (1,5 uM) e a reagao foi incubada por 10
minutos. Em ambos os experimentos, a placa foi lida no fluorimetro EnVision
(PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) (A excitagdo = 380 nm e A emissao = 460 nm) em
diferentes tempos reacionais. A porcentagem de inibicdo da cruzaina foi calculada
usando a equacédo 100-(A1/Ax100), onde Al corresponde a fluorescéncia relativa
(RFU) da enzima na presenca do inibidor quimico e A corresponde a RFU da enzima
na auséncia do inibido quimico (DMSO e substrato fluorescente) e a média de cada
duplicata foi calculada. Como controle positivo foi utilizado o inibidor quimico E64-c
(Sigma). Uma curva concentragao-resposta foi determinada variando-se as
concentragdes do inibidor quimico entre 1,5 nM até 100 uM. A curva concentragéo-
resposta foi determinada usando ao menos oito pontos e a ICsg foi estimada usando
regressao nao linear no programa OriginPro versdo 8.5 (OriginLab, Northampton,
MA, EUA).
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4.5.6 Avaliacao de alteracgfes ultraestruturais nos parasitos

4.5.6.1 Microscopia eletronica de transmissao

Para a analise de alteracbes ultraestruturais da forma tripomastigota, os
parasitos (6 x 10° parasitos/mL) foram incubados na presenca do composto mais
ativo (3) na concentragdo de ICsg (2,1 pM), durante 24 horas em estufa umidificada a
37°C e 5% de CO,. ApOs este periodo, a suspensdo contendo os parasitos foi
centrifugada (3000 RPM [1,452 x g] por 10 minutos), o pellet foi lavado em solucéo
salina e encaminhado para o processamento.

Foi também realizada a andlise de alteracdes ultraestruturais de macréfagos
infectados com o parasito. Para esta analise, macréfagos peritoneais estimulados
com tioglicolato 3% (Sigma) foram incubados em placa de seis pocos na
concentracéo de 3x10° células/poco em estufa umidificada & 37°C e 5% de CO, por
24 horas. Apds este periodo, os macréfagos foram infectados com 3 x 10’
tripomastigotas/poco por duas horas. Em seguida, os pocos foram lavados com
salina e o composto 3 foi adicionado. Apés seis horas de incubacdo em estufa a
37°C e 5% de CO,, as células foram obtidas através da raspagem dos po¢cos com o
uso do “scraper” (raspador) de células, lavadas com solucado salina e encaminhadas
para o processamento de células livres.

Os parasitos e as células infectadas foram processados de forma semelhante.
Estes foram fixados por uma hora em temperatura ambiente com formaldeido 2% e
glutaraldeido 2,5% (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA) diluidos em
tampéao cacodilato de s6dio 0,1 M, pH 7,2. Apés a fixacao, o material foi lavado trés
vezes com tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2), p6s-fixados com uma solugéo
de tetroxido de désmio (Sigma) 1% contendo 0,8% de ferrocianeto de potassio.
Subsequentemente, o material foi desidratado em concentracdes crescentes de
acetona (30, 50, 70, 90, e 100%) e incluido em resina Polybed (Polysciences,
Washington, PA, EUA) e acetona (1:1). Apés o periodo de 24 horas, a resina, desta
vez, pura, foi trocada e mantida por seis horas. Uma nova troca de resina foi
realizada e o material foi mantido em estufa a 60 °C por 72 horas para que essa

fosse polimerizada. Cortes ultrafinos foram obtidos em um ultramicrotomo Leica UC7
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(Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, Alemanha) e coletados em grades de cobre
com 300 malhas, contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo e
observados em microscoépio eletrénico de transmisséo (JEOL JEM-1230) a 15 kV na

unidade de servico de microscopia eletrénica - SME do CPgGM — FIOCRUZ.

4.5.6.2 Microscopia eletronica de varredura

Parasitos na forma tripomastigota (6 x 10° parasitos/mL) foram submetidos ao
tratamento com o composto 3 nha concentracédo de ICsp (2,1 uM) e mantidos durante
24 horas em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,. AplOs este periodo, 0s
parasitos foram obtidos a partir da centrifugagcdo (3000 RPM [1,452 x g] por 10
minutos), lavados em solucéo salina e fixados por uma hora a temperatura ambiente
com formaldeido 2% e glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M, pH
7,2. Em seguida, as amostras foram lavadas em tampao cacodilato 0,1 M e aderidas
em laminulas previamente cobertas com poli-L-lisina (Sigma). Ap6s a aderéncia, 0s
parasitos foram pdés-fixados com uma solugcédo de tetroxido de ésmio (0OsO4) a 1%
contendo 0,8% de ferrocianeto de potassio. Em seguida, os parasitos foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 90, e 100%),
submetidas ao ponto critico, metalizadas com ouro e observadas em microscépio
eletronico de varredura JEOL JSM-6390LV a 12 kV em unidade de microscopia
eletronica - UME do CPqGM - FIOCRUZ.

Foram realizadas quantificacbes (100 parasitos/grupo) para as principais
alteracdes ultraestruturais observadas (encolhimento, descontinuidade e
fragmentacdo de membrana e presenca de protusdes) nos parasitos tratados e néo
tratados.

4.5.7 Marcacgéao de vacuolos autofagicos

Parasitos na forma tripomastigota (10" parasitos/poco) foram incubados em

placa de 24 pocos, tratados com o composto 3 na concentragao de ICsp (2,1 uM) e
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mantidos em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Em seguida, foi
adicionado o marcador de fluorescéncia monodansilcadaverina (MDC) (Sigma)
(revisado por DESOTI et al.,, 2012; revisado por FERNANDES et al.,, 2012) na
concentracdo de 0,05 mM por quinze minutos e os parasitos foram lavados com
PBS duas vezes. A marcacdo com MDC foi analisada através do microscépio
Confocal FV1000 (Olympus). Como controle positivo foi utilizado o farmaco

rapamicina (Sigma) na concentracao de 0,1 pg/mL.

4.5.8 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Células (10° células/poco) da linhagem J774 (macréfagos tumorais isolados
de camundongos BALB/c) foram incubadas em placas de 24 pocos e infectadas com
tripomastigotas (2 x 10° parasitos/poco) por 3 horas. Apés este periodo 0s pocos
foram lavados com salina e foi adicionado o composto 3 na concentracao de 10 uM
e a placa foi mantida em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,. Como controle
positivo foram utilizadas células estimuladas com IFN-y (5 ng/mL) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA) e LPS (lipopolissacarideo bacteriano) (500 ng/mL) (Sigma),
enguanto que a auséncia destes estimulos e do tratamento representou o controle
negativo. A dosagem de o6xido nitrico foi realizada através do método de Griess
(DING et al., 1988) ap6s 24 horas da adicdo do composto 3. No grupo estimulado
(controle positivo), a adicao de IFN-y e de LPS ocorreu apés as trés primeiras horas
de incubacao, ou seja, no mesmo momento em que o composto 3 foi adicionado aos

pocos do grupo tratado.

4.5.9 Marcacdao de células apoptdticas e necréticas

Parasitos na forma tripomastigota (10°) foram tratados ou n&o com composto
3 na concentracdo de ICso (2,1 uM) e mantidos durante 24 e 36 horas em estufa
umidificada a 37°C e 5% de CO,. Os parasitos foram marcados com iodeto de

propidio (Pl) para avaliar necrose e com anexina V para avaliar apoptose nas
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concentragdes de 10% e 1%, respectivamente, por quinze minutos na auséncia de
luz, utilizando o Kit Anexina V-FITC (Biosource, CA, EUA) seguindo as instrucdes do
fabricante. Os dados foram adquiridos e analisados pela técnica de citometria de
fluxo, utilizando o citdmetro FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, EUA), com o

software Cell Quest. Cerca de 10.000 eventos foram analisados.

4.6 ENSAIO IN VIVO

4.6.1 Infeccao e tratamento

Camundongos da linhagem BALB/c (6 animais por grupo) foram infetados por
via intraperitoneal com 10* tripomastigotas sanguicola da cepa Y por animal. Os
camundongos foram tratados, por via oral, com os quatro compostos na dose de 25
mmol/kg/dia por cinco dias consecutivos, a partir do 5° dia de infeccdo. Como
controle positivo foi utilizado o benzonidazol na dose de 384 mmol/kg/dia (100
mg/kg/dia) e como controle negativo foi utilizada a solu¢do salina. Os compostos e o0
benzonidazol foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma) a 10% em solugéo
salina. O grupo controle foi tratado com veiculo (10% de DMSO em salina).

A atividade dose-resposta do composto 3 também foi avaliada. Os protocolos
de infeccdo e tratamento foram semelhantes ao anterior e as doses utilizadas para

este experimento foram 25, 50 e 75 mmol/kg/dia deste composto.

4.6.2 Avaliagdo da parasitemia e mortalidade

Cerca de 5 pL de sangue foram coletados da cauda dos camundongos
infectados e dispostos em lamina, coberta com laminula de 22 x 22 mm, obtendo-se
uma camada Unica e homogénea de heméacias. As laminas foram levadas
diretamente ao microscopio optico para a realizacdo da contagem de 50 campos

microscopicos aleatorios em objetiva de 40x. O numero de parasitos encontrados foi



35

dividido pelo niumero de campos microscopicos observados e multiplicado por um
fator de correcdo de 7. O resultado foi apresentado em grafico com 10°
tripomastigotas/mL (Método de BRENER baseado no de PIZZI — BRENER, 1962;
BRENER, 2000). A parasitemia foi acompanhada nos dias 5, 8, 10 e 12 pos-
infeccéo.

A mortalidade dos animais foi avaliada através de acompanhamento diario por
30 dias.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Em relacdo aos experimentos in vitro, a analise estatistica dos dados dos
experimentos de citotoxicidade celular, de infec¢cdo de macréfagos e de dosagem de
NO foi realizada através do programa Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software),
utilizando o teste One-Way ANOVA e o poés-teste de Bonferroni, ou o teste t
pareado, sendo considerado valores estatisticamente significante aqueles com
valores p < 0,05.

Ja a analise estatistica dos dados da microscopia eletrbnica de varredura foi
realizada através do programa Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software),
utilizando o teste Two-Way ANOVA, sendo considerado valores estatisticamente
significante aqueles com valores p < 0,05.

Em relacdo aos experimentos in vivo, a analise estatistica da parasitemia foi
realizada através do programa Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software),
utilizando o teste One-Way ANOVA e o pos-teste de Bonferroni, sendo considerado
valores estatisticamente significante aqueles com valores p < 0,05. Em relacdo a
mortalidade, a curva de sobrevida dos animais foi elaborado utilizando o programa
Prism 5.01 GraphPad (GraphPad Software).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO TRIPANOCIDA IN VITRO

Observamos a inibi¢ao in vitro do crescimento da forma epimastigota de trés
dos quatro compostos testados (2, 3 e 4), sendo que 0 composto 3 apresentou valor
de ICso inferior ao do benzonidazol. Além disso, foi observado que todos os
compostos inibiram a viabilidade dos parasitos na forma tripomastigota e a
replicacdo da forma amastigota, inclusive apresentando valores de ICso inferiores
aos valores do farmaco de referéncia. A partir do valor de LCsy e de ICso da forma
amastigota, foi possivel calcular o indice de seletividade (IS), que indica quéo
seletivo o composto é ao parasito em relagcdo aos macréfagos de camundongos
BALB/c utilizados no ensaio de citotoxicidade. A partir destes dados, foi observado
que, dentre 0s compostos testados, o 3 apresentou o maior IS. E possivel ainda
observar que dentre os quatro compostos em teste, o 1 foi 0 que apresentou valores
de ICsp € LCsp mais altos. Enquanto o composto 3 apresentou 0s menores valores
de ICsp € 0 IS mais elevado (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de ICsq, LCs € indice de seletividade dos complexos de ruténio

1Cs0 (ULM) LCso (UM) IS **
Composto Epimastigota Tripomastigota Amastigota CIS;Z?;S;:(E sIerI]Stli(\:/? dZZe
1 NA 84+1,18 4,2+1,60 >100,0 >24
2 16,6 + 0,66 29+0,29 2,6+0,78 93,1+7,76 36
3 5,7+0,63 21+065 13+0,22 51,4+ 0,22 40
4 26,7 + 2,05 59+106 2,7+0,67 38,3+2,37 14
Benzonidazol 10,7 £ 1,62 11,4+1,09 14,0+£0,39 >100,0 >7

*NA = Nao ativo ** em relacdo a atividade na forma amastigota

O calculo de ICs para a forma amastigota foi realizado a partir do ensaio de
infeccdo de macréfagos e o parametro utilizado no célculo foi a porcentagem de

inibicAo de amastigota em relagdo ao controle negativo. Graficamente, os dois
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parametros avaliados (porcentagem de reducao de células infectadas em relagcéo ao
controle negativo e porcentagem de inibicdo de amastigota em relagédo ao controle
negativo) (Figura 5 A e B) foram representados utilizando a concentracdo de 5 uM,
concentracdo esta que nao induziu toxicidade em macréfagos peritoneais tratados
com os composto 1, 2 e 3 nas mesmas condigcbes experimentais do ensaio de
infeccdo de macroéfagos (Figura 6). Em relacdo a porcentagem de reducdo de
células infectadas (Figura 5 A), observa-se que 0s guatro compostos em teste na
concentracdo de 5 uM reduziram o numero de células infectadas, inclusive de forma
estatisticamente significativa em relagdo ao benzonidazol. O benzonidazol, por
apresentar elevados valores de ICsp, ndo reduziu o niumero de células infectadas
nesta concentracdo. O composto 1 foi aquele que apresentou menor atividade
tripanocida dentre os quatro compostos testados. Os compostos 3 e 4 apresentaram
porcentagens de reducdo no numero de amastigota estatisticamente significativas
em relacdo ao composto 1, apresentando porcentagens de inibicdo em relacdo ao
controle negativo de 64% e 65%, respectivamente. J4 em relacdo a porcentagem de
inibicdo de amastigota, também houve reducéo pelo tratamento com todos 0s quatro
compostos testados, com valores estatisticamente significativos em relagdo ao
controle positivo. O composto 3 foi aquele que reduziu a porcentagem de
amastigotas em relagéo ao controle negativo de forma mais acentuada (74%).
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Figura 5 — Efeito dos compostos na infec¢cdo de macréfagos tratados por seis horas. Os gréaficos A e
B representam a porcentagem de reducdo do ndmero de células infectadas em relagdo ao controle
negativo e a porcentagem do numero de amastigotas por 100 células contadas em relacdo ao
controle negativo, respectivamente. O controle negativo que corresponde o 0% do grafico. Os quatro
compostos e o benzonidazol foram testados na concentracdo de 5 pM. * - representa a analise
estatistica em relacdo ao benzonidazol (* p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001). # - representa a
andlise estatistica do composto 1 em relagdo aos demais. O nimero de * e # é correspondente em
relagéo ao valor p.
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Figura 6 — Viabilidade de macrofagos peritoneais tratados por seis horas. O gréfico representa a
porcentagem da viabilidade celular em relacdo ao controle negativo. Os quatro compostos e o
benzonidazol (BDZ) foram testados na concentracéo de 5 M. *** representa a andlise estatistica em
relacdo ao composto 4 (p < 0,0001).

5.1.1 Avaliacédo da inibicdo enzimatica

A partir do ensaio de inibicdo enzimética da cruzaina é possivel observar que
0s compostos 1 e 2 foram os que apresentaram 0S menores valores de ICsp,
apresentando uma porcentagem de inibicdo na concentracdo de 25 uM de 30,9% e
0%, respectivamente. Ja os compostos 3 e 4 apresentaram uma melhor atividade
inibitéria da acdo catalitica da cruzaina, com valores de ICso 14,4 e 0,41 uM,
respectivamente. Ambos 0s compostos apresentaram elevados valores inibitérios na

concentracdo de 25 uM, sendo eles 67,3% e 98,2%, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Determinacao da atividade inibitoria dos compostos na atividade catalitica

da cruzaina
Composto % de inibigdo a 25 pM*? ICso (UM)
1 30,9 30,2+7,3
2 0,0 >100,0
3 67,3 14,4 + 6,6
4 98,2 0,41+£0,13
E64-c 100,0 0,001 + 0,0008

@ Compostos foram testados na concentragdo de 25 uM, em triplicatas
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5.2 AVALIACAO TRIPANOCIDA IN VIVO

Os quatro compostos foram testados in vivo utilizando a dose de 25
mmol/kg/dia com objetivo de avaliar o composto que apresentava melhor reducéo de
parasitemia e aumento de sobrevivéncia. Em relacdo a parasitemia, observamos
gue o composto 1 nao foi capaz de reduzir o numero de parasitos em relacdo ao
controle negativo de forma significativa nos dias 5, 8, 10 e 12 pos-infeccdo. Ja o
composto 2 reduziu significativamente (p < 0,05) a parasitemia em relacdo ao
controle negativo apenas no dia 10 pés-infeccdo. O composto 3 reduziu a
parasitemia de forma estatisticamente significante em relacdo ao controle nos dias
10 (p < 0,01) e 12 (p < 0,001). O composto 4 também reduziu significativamente a
parasitemia nos dias 10 (p < 0,05) e 12 (p < 0,001) (Figura 7). O benzonidazol, na
dose de 384 mmol/kg/dia, reduziu significativamente em todos os dias avaliados
(Figura 7).

Em relacdo a mortalidade, o tratamento com 0os compostos 1 e 3 causou um
aumento de sobrevida dos camundongos quando comparados ao grupo do controle
negativo. Até o dia 30 poés-infeccdo, apenas um animal (16,7%) do grupo 3
permaneceu vivo, enquanto que o ultimo 6bito do grupo 1 foi observado no dia 26
pos-infeccdo. Os animais tratados com o benzonidazol apresentaram uma taxa de
sobrevida de 100% (Figura 8).
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Figura 7 — Parasitemia de animais infectados com T. cruzi tratados ou ndo com os complexos de
ruténio (1, 2, 3 e 4). Os camundongos foram tratados por via oral com a dose de 25 mmol/kg/dia por 5
dias consecutivos e a parasitemia foi realizada nos dias 5, 8, 10 e 12 pdés- infec¢do. Foi utilizado
como controle positivo o farmaco de referéncia, benzonidazol, com a dose de 384 mmol/kg/dia (100

mg/kg/dia) e, como controle negativo, apenas o veiculo. Os dados representam a mediana de 6
animais/grupo.
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Figura 8 - Curva de sobrevivéncia. A taxa da mortalidade dos grupos foi observada até o dia 30 pds-
infeccdo. Foi utilizado como controle positivo o farmaco de referéncia, benzonidazol, com a dose de
384 mmol/kg/dia (100 mg/kg/dia) e, como controle negativo, apenas o veiculo. Os dados representam
0 % de animais vivos (6 animais/grupo) em cada ponto analisado.



42

5.3 AVALIACAO TRIPANOCIDA — COMPOSTO 3

5.3.1 Avaliagéo in vivo

A partir dos dados in vitro, observou-se que o composto 3 apresentou
melhores valores nos parametros avaliados. Em seguida, foi realizado um novo
experimento in vivo utilizando o mesmo protocolo de infeccdo e tratamento e a
mesma forma de avaliagdo da parasitemia e mortalidade. No entanto, apenas o
composto 3 foi testado, com trés doses diferentes, 25, 50 e 75 mmol/kg/dia, a fim de
avaliar qual seria a dose ideal para o tratamento dos camundongos chagasicos.

E possivel observar uma curva dose-resposta em relacdo a parasitemia. Foi
observado no pico da parasitemia (dia 10 pos-infeccao) porcentagem de reducéo da
parasitemia dos camundongos tratados com a dose de 75 mmol/kg/dia de 46% em
relacdo ao controle negativo. Ja a porcentagem do grupo tratado com 50
mmol/kg/dia foi 38% e de 25% em relacdo ao grupo tratado com a dose de 25
mmol/kg/dia (Figura 9). O grupo tratado com o benzonidazol zerou a parasitemia.

Em relacdo a curva de mortalidade, observa-se que o grupo tratado com o
benzonidazol apresentou 100% de sobrevida. O grupo tratado com a maior dose
apresentou uma taxa de sobrevida de 50%, enquanto que tanto o grupo de controle
negativo e o grupo tratado com a menor dose apresentaram taxa de sobrevida de
16,7%. Todos os animais do grupo tratados com a dose intermediaria vieram a 6bito,

sendo o primeiro 6ébito no dia 18 e o ultimo no dia 27 pés-infeccdo (Figura 10).



43

201

18- -& \eiculo

164 -o- Benzonidazol

144 =% 25mmol/kg/dia
124 -~ 50 mmol/kg/dia

75 mmol/kg/dia

x 10° parasitos/mL
S

8-

6+ 1

4-

2-

0f: T T v T . T v
5 6 7 8 9 10 11 12

Dias de infeccéo

Figura 9 - Avaliagdo da parasitemia de animais infectados com T. cruzi tratados com o composto 3.
Os camundongos foram tratados com diferentes doses do composto 3 a partir do 5° dia p6s-infec¢éo
por 5 dias consecutivos e a parasitemia foi realizada nos dias 5, 8, 10 e 12 p6s-infeccado. Foi utilizado
como controle positivo o farmaco de referéncia, benzonidazol, na dose de 384 mmol/kg/dia (100
mg/kg/dia), e, como controle negativo, apenas o veiculo. Os dados representam a mediana de 6
animais/grupo.

100- '
. L == Veiculo
'S 80- - Benzonidazol
c
@ == 25 mmol/kg/dia
2 607 —— 50 mmol/kg/dia
o 75 mmol/kg/dia
S 40
=
o 204

O ] ] ] ] ] 1

0 5 10 15 20 25 30
Dias de infeccéo

Figura 10 - Curva de sobrevivéncia. A taxa da mortalidade dos grupos foi observada até o dia 30 pos-
infeccdo. Os dados representam o % de animais vivos (6 animais/grupo) em cada ponto analisado.
Foi utilizado como controle positivo o farmaco de referéncia, benzonidazol, com a dose de 384
mmol/kg/dia (100 mg/kg/dia) e, como controle negativo, apenas o veiculo.
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5.3.2 Avaliagéo in vitro

5.3.2.1 Infeccédo de macrofagos

Foi avaliada a atividade tripanocida do composto 3 em macrofagos infectados
e tratados por um maior periodo de incubacao. Diferente do experimento de infeccéao
de macrofagos anterior, que o periodo de tratamento é de seis horas, neste o0s
macréfagos foram tratados por 96 horas. De forma semelhante, € possivel observar
reducdo de ambos os parametros avaliados (niUmero de células infectadas e numero
de amastigotas por 100 células) de forma estatisticamente significativa em relagéo
ao controle positivo. Ambos os grupos, tratado e controle positivo, foram tratados
com a concentracdo de 1 uM. O benzonidazol, nesta concentracdo, ndo € capaz de
induzir reducdo de ambos os parametros (Figura 11 A e B).

Em relacdo a toxicidade celular, nesta mesma concentracdo, nao foi
observado efeito citotoxico, indicando que o efeito tripanocida foi seletivo, sem
qualquer efeito toxico ao macrofago de mamifero (Figura 12).
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Figura 11 - Infeccdo de macréfagos utilizando o tratamento com 96 horas de duracdo. Os gréaficos A e
B representam a porcentagem de reducd@o de células infectadas e a porcentagem de inibicdo de
amastigotas, respectivamente. O calculo da porcentagem foi feito em relagdo ao controle negativo,
que corresponde o 0% do grafico. O composto 3 e o benzonidazol (BDZ) foram testados na
concentracdo de 1 pM. *** representa a analise estatistica em relacdo ao composto 3 (*** p <
0,0001).
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Figura 12 - Viabilidade de macré6fagos peritoneais tratados por 96 horas. O grafico representa a
porcentagem da viabilidade celular em relagdo ao controle negativo, que corresponde o 100% do
gréfico. As células do grupo tratado com o composto 3 e com o0 benzonidazol (BDZ) foram testados
na concentragdo de 1 uM.

5.3.2.2 Avaliacdes de alteragdes ultraestruturais

Os parasitos na forma tripomastigota tratados com o composto 3 foram
analisados por microscopia eletrbnica de varredura e quantificados quanto a
presenca de alteracbes ultraestruturais, dentre elas o encolhimento, a

descontinuidade e a fragmentacdo de membrana e a protusédo (Figura 13).
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Figura 13 — % de altera¢Bes ultraestruturais visualizadas por microscopia eletrénica de varredura. Os
parasitos na forma tripomastigota foram tratados por 24 horas com o composto 3 na concentracéo de
ICs (2,1 uM). Foram quantificados 100 parasitos para determinar a presenca de encolhimento,
descontinuidade de membrana, protusdo e fragmentacdo de membrana. O controle negativo
representa os parasitos sem tratamento. *** p < 0,001.

As alteragOes ultraestruturais estéo representadas na figura 14. As imagens A
e B representam o controle negativo, enquanto que as imagens C e D representam
0s parasitos tratados com o composto 3 na concentracdo de ICso (2,1 pM). As 4
imagens estdo no aumento de 9000 vezes, facilitando assim a comparacéo entre 0s
grupos. Observa-se nas imagens C e D a presenca das alteracbes que foram
consideradas estatisticamente significativas em relagcdo ao controle, sendo elas,

encolhimento, descontinuidade e fragmentacdo da membrana (Figura 14).
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Figura 14 — Alteracdes ultraestruturais observadas em tripomastigotas por microscopia eletrénica de
varredura. Os parasitos foram tratados ou ndo com o composto 3 na concentragédo de ICsq (2,1 pM)
por 24 horas. A e B representam o controle sem tratamento e C e D representam 0s parasitos
tratados. As setas brancas apontam as principais alteracdes observadas. Na imagem C é possivel
verificar o encolhimento do parasito quando comparado ao controle sem tratamento (Imagens A e B)
e a fragmentacdo da membrana. Na imagem D é possivel verificar a presenca de descontinuidade e
fragmentag&o de membrana.

Os parasitos na forma tripomastigota tratados com o composto 3 também
foram visualizados por microscopia eletrénica de transmissao e foi possivel observar
a formacao de estruturas concéntricas na mitocondria (setas, Figuras 15C e D), além
de regides de abertura de reticulo endoplasméatico. Foram observados também, por
microscopia eletrénica de transmissdo, macréfagos infectados com os parasitos e
tratados com o composto 3. Foi observada a presenca de vacuolos nos parasitos do

grupo tratado quando comparado ao controle (setas, Figuras 16C e D).
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Figura 15 — Alteracdes ultraestruturais observadas em tripomastigotas por microscopia eletrdnica de
transmissdo. Os parasitos foram tratados ou ndo com o composto 3 na concentragdo de ICs, (2,1 uM)
por 24 horas. A e B representam o controle sem tratamento e C e D representam 0s parasitos
tratados. As setas pretas representam as principais alteracdes observadas nos parasitos tratados
(estruturas concéntricas na mitocondria e regibes de abertura de reticulo endoplasmatico). GA —
complexo de Golgi, K — cinetoplasto, N — nicleo e M — mitocdndria. Barras — 1 pm.
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Figura 16 — Alteracdes ultraestruturais observadas por microscopia eletrdnica de transmissédo de
macréfagos infectados com tripomastigotas tratados ou ndo com o composto 3 por 6 horas. A e B
representam o grupo controle e C e D representam o grupo tratado. As setas pretas indicam a
presenca de vacuolizacdo citoplasmética. As figuras B e D sdo visualiza¢cdes do mesmo campo das
figuras A e C, respectivamente, com maior aumento. BarrasAeC -2 um,B-1ume D - 0,5 um.

5.3.2.3 Marcacéao de vacuolos autofagicos

Observamos a fluorescéncia positiva para o MDC, um marcador de vacuolos
autofagicos, nos parasitos tratados com o composto 3 na concentragdo de 2,1 uM. O
controle negativo ndo apresentou marcacao fluorescente e o controle positivo

(rapamicina) apresentou marcacao positiva (Figura 17).
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Figura 17 - Marcacdo com MDC para determinacdo de autofagia no Trypanosoma cruzi apls
tratamento com o composto 3. Os parasitos foram tratados ou ndo com o composto 3 por 24 horas e
marcados com MDC. A coluna cinza representa as figuras com DIC e a coluna preta com
fluorescéncia. (A,B) Imagens representativas do controle negativo; (C,D) Imagens representativas do
controle positivo — rapamicina 0,1 ug/mL; (E,F) Imagens representativas de parasitos tratados com o
composto 3 na concentragdo de 2,1 pM. As setas brancas indicam as estruturas autofagicas. As
imagens estdo no aumento de 60x e zoom de 3x.
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5.3.2.4 Dosagem de NO

A partir do conhecimento que o composto 3 € doador de NO, foi realizado o
ensaio de dosagem de NO no tempo de 24 horas pés-tratamento para observar a
concentracédo indireta de NO, a partir da quantificacdo de nitrito, presente em
macrofagos infectados com tripomastigotas. Observamos uma concentracao
significativa de NO na cultura tratada com o composto 3 quando comparada ao
controle negativo. O controle positivo, estimulado com IFN-y e LPS, aumentou a

producdo de NO significantemente em relagdo aos demais grupos (Figura 18).
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Figura 18 — Dosagem de NO realizada no periodo 24 horas poés-tratamento. O grupo tratado
corresponde a células J774 infectadas com tripomastigotas e tratadas com o composto 3 (10 M) por
24 horas. O controle positivo ndo foi tratado e apenas estimulado com IFN-y e LPS. O controle
negativo nao recebeu tratamento nem estimulo. * representa a analise estatistica do controle negativo
em relacdo ao grupo tratado com o composto 3 (p < 0,05).

5.3.2.5 Marcacéao de células apoptoéticas e necréticas

Com o objetivo de avaliar o tipo de morte celular que o tratamento estava
induzindo nos parasitos, os parasitos foram marcados com Pl e anexina V e 0s

dados foram adquiridos e analisados por citometria de fluxo. A partir da analise dos
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graficos (figura 19), foi possivel observar, em ambos os tempos, 24 e 36 horas, que

houve marcacéo predominante de PI.

1,03% 1,12% 3.42% 1,01%

oaaw| TP 1,29%

Pl

"1251% 3,00%| 1810% 2,24%

3,14%

v

AnexinaV

Figura 19 — Marcacdes com PI e anexina V e analise por citometria de fluxo. Os parasitos na forma
tripomastigota foram tratados ou ndo com o composto 3 (2,1 uM) durante 24 e 36 horas. A e C
representam o controle negativo e B e D representam o grupo tratado. O tratamento por 24 horas
esta representado em A e B e o tratamento por 36 horas em C e D. E possivel verificar marcacio
predominantemente positiva para Pl em ambos os tempos.
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6 DISCUSSAO

Apesar dos avancos alcancados nas ultimas décadas quanto aos controles
vetoriais e pela via transfusional adotados por paises do Cone Sul, a doenca de
Chagas ainda representa um sério problema de saude publica. No Brasil, o
benzonidazol é a Unica op¢cdo de tratamento disponibilizado pelo SUS, e como ja
citado anteriormente, ndo € um medicamento ideal uma vez que pode desencadear
severos efeitos colaterais aos pacientes, apresenta eficacia variada durante o
tratamento (a depender da idade do paciente, regido geogréfica e fase da doenca),
além da ocorréncia de cepas do T. cruzi resistentes a medicacdo. Assim, torna-se
urgente a identificacdo de novas moléculas com atividade tripanocida.

Tem sido descrito na literatura o uso de diferentes complexos de ruténio na
terapia da doenca de Chagas (GUEDES et al., 2010; SILVA et al., 2007; SILVA et
al., 2009; SILVA et al., 2010).  Neste contexto, os quatro nitro/nitrosilo complexos
de ruténio foram testados in vitro e in vivo a fim de avaliar o potencial anti-T. cruzi
destes compostos.

Uma andlise comparativa da inibicdo da replicagcdo de epimastigotas e da
viabilidade de tripomastigotas de cepa Y tratadas com diferentes complexos de
ruténio descritos na literatura demonstra que os compostos testados neste trabalho
apresentam melhor atividade anti-T. cruzi in vitro. Parasitos na forma epimastigota
tratados com os compostos cis-[Ru"(NO*)(bpy)2(imN)](PFe)s, cis- [Ru'(NO*)(bpy).(1-
miN)](PFe)s, cis-[Ru"(NO")(bpy)2(SO3)]PFs, e trans-[Ru"(NO")(NHs)sL1(BF.)s (L = pz,
isn, L-hist, imN, py, ou nic) apresentaram valores de ICsq variando entre 56 e136 pM.
J4 em tripomastigotas, os valores de ICs, dos compostos trans-[Ru"(NO*)(NHs),L]™"
(L = pz, L-hist, imN, SOs, P(OEt)s, ou ina) e cis-[Ru"(NO*)(bpy).(imN)](PF); variaram
entre 50 a 63 UM (SILVA et al., 2007; SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010; revisto
por TFOUNI et al., 2012).

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, € possivel observar que
pequenas alteracbes na estrutura dos compostos proporcionam atividade citotdxica
e tripanocida variadas. Tem sido descrito na literatura que a posicdo de cada
substituinte na molécula tem uma importancia fundamental ndo s6 nos complexos de
ruténio, mas em outros compostos, como por exemplo, os complexos de platina. Foi

observado que os mesmos analogos em diferentes posi¢coes geomeétricas (cisplatina
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e transplatina) demonstram atividade do isémero cis e inatividade do isémero trans
(COLUCCIA & NATILE, 2007).

Em suma, € possivel sugerir que a presenca de apenas um grupo nitro na
molécula (composto 1) ndo induz toxicidade celular, entretanto, ndo € capaz de inibir
a proliferacdo da forma epimastigota de T. cruzi. Ja a presenca de 2 grupos nitro
(composto 2) proporciona uma melhora da atividade tripanocida, incluindo a
capacidade de inibir a proliferacdo de epimastigotas, apesar de também induzir um
aumento na citotoxicidade. A limitada ou ausente inibicdo da atividade da cruzaina
por esses compostos sugere que complexos de ruténio que apresentam grupo nitro
na sua molécula ndo agem por esta via enzimatica.

A substituicdo do grupo nitro para o grupo nitrosilo nos compostos 3 e 4
proporcionou um aumento da toxicidade celular, mas melhora significativa da acéo
tripanocida do composto 3, indicando que a posicdo do NO nesta molécula na
posicdo cis ao cloro e trans ao fosforo favorece a atividade anti-T. cruzi com uma
melhor seletividade. E possivel ainda sugerir a importancia do grupo nitrosilo como
substituinte do complexo de ruténio em relacdo a atividade inibitéria da cruzaina.
Estudos envolvendo a identificacdo de possiveis alvos quimioterapicos de diferentes
nitrosilos complexos de ruténio demonstram atividade inibitéria da cruzaina e da
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (SILVA et al., 2010; revisado por
TFOUNI et al., 2012).

Atualmente, a combinacao de farmacos com diferentes mecanismos de acéo
tem sido muito utilizada no tratamento de diversas doencas dentre elas a AIDS,
tuberculose, hanseniase e a malaria, e pode ser também uma alternativa viavel para
o tratamento da doenca de Chagas (COURA, 2009). A terapia combinada com o
benzonidazol e/ou nifurtimox permite a utilizacdo de baixas doses destes
medicamentos, diminuindo os severos efeitos colaterais decorrentes do tratamento.
Além disso, a terapia combinada pode ndo sé aumentar a resposta terapéutica como
ajudar a evitar o desenvolvimento da resisténcia quimioterapica pelo parasito
(COURA, 2009), uma vez que podem atuar em diferentes vias metabdlicas. Tem
sido observado experimentalmente que camundongos tratados com o composto
trans-[RuCl([15]aneN,)NO]** apresentaram uma taxa de cura parasitolégica de 30%,
entretanto quando este complexo de ruténio doador de NO foi combinado com o
benzonidazol esta taxa foi de 80% (GUEDES et al., 2010). A partir dos resultados in

vivo observados neste trabalho, é possivel sugerir que o uso combinado de doses
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mais baixas do benzonidazol com composto 3 proporcionem o aumento da
sobrevida dos camundongos tratados, com auséncia de parasitos detectados no
sangue.

A utilizacdo de maiores doses do composto 3 também pode ser uma solucao
viavel para se obter uma resposta tripanocida mais eficaz durante o tratamento.
Entretanto, € preciso observar a presenca de possiveis efeitos tdxicos nos
camundongos, uma vez que, em geral, quanto menor a poténcia de um farmaco, e
maior a dose necessaria, maior a probabilidade de que outros sitios de acéo,
diferentes do sitio priméario, ganhem importancia, causando, assim, os efeitos
colaterais indesejados (RANG et al., 2008).

E descrito na literatura que o NO é um agente tripanocida (GAZZINELLI et
al., 1992) e os mecanismos pelos quais o NO destr6i os patbgenos invasores
incluem a nitrosilacao de acidos nucleicos e a combinacdo com enzimas que contém
0 grupo heme, tais como as enzimas mitocondriais envolvidas na respiragao (RANG
et al., 2008). O NO pode atuar como radical livre e também pode ser convertido a
um anion altamente reativo (peroxinitrito), além de nitrito e nitrato. O efeito dessas
espécies reativas pode proporcionar relevantes lesGes celulares, dentre elas a
peroxidacgéo lipidica das membranas, modificacdo oxidativa de proteinas e lesdes no
DNA (KUMAR et al.,, 2005). Esse estresse fisioldogico pode causar alteracdes
morfolégicas importantes (KUMAR et al.,, 2005). Os estudos de alteracbes
ultraestruturais em tripomastigotas e amastigotas, realizados neste trabalho,
demonstram diversas alteracdes morfolégicas como consequéncia do tratamento
com o composto 3. A atrofia celular assim como a hipertrofia e hiperplasia sao
exemplos de respostas adaptativas celulares as diferentes condicbes adversas
(KUMAR et al.,, 2005). Assim, € possivel sugerir que os parasitos na forma
tripomastigota tratados com o composto 3 e visualizados por microscopia eletrénica
de varredura apresentaram atrofia celular como resposta adaptativa ao tratamento,
uma vez que, foi observado predominantemente tamanho reduzido destes parasitos.

Em diversas situacbes a atrofia celular se acompanha de um aumento
acentuado no numero de vacuolos autofagicos (vacuolos intracelulares ligados a
membrana que contém fragmentos de componentes celulares como a mitocondria,
por exemplo, que sdo destinados a serem digeridos por conteudos hidroliticos
liberados pelos lisossomos) (KUMAR et al., 2005). A marcacéo positiva para MDC

de tripomastigotas tratadas com o composto 3 sugere a presenca desses vacuolos
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no parasito. Ademais, em T. cruzi a autofagia € caracterizada por um aumento da
vacuolizagdo citoplasmética (TSUJIMOTO & SHIMIZU, 2005) e presenga de
estruturas citoplasmaticas concéntricas (revisado por FERNANDES et al., 2012),
alteracbes estas visualizadas por microscopia eletrdnica de transmissdo em
parasitos tratados com o composto 3. Assim, uma vez que a autofagia é essencial
para a manutencdo do equilibrio metabdlico da célula, a partir da reciclagem das
estruturas celulares, e que a sua desregulacéo leva a morte celular (REGGIORI &
KLIONSKY, 2002), é possivel que o tratamento esteja induzindo morte parasitaria
por via autofagica.

Uma caracteristica constante da maioria dos tipos de lesdo celular é a perda
inicial da permeabilidade seletiva da membrana plasmatica. A perda desta
permeabilidade pode ser causada pelo uso de quimioterapicos e pela formacéo de
espécies reativas de oxigénio, por exemplo, e pode afetar a mitocondria, a propria
membrana plasmatica e outras membranas celulares. Esta lesdo resulta em perda
de equilibrio osmaético com influxo de ions e fluidos, assim como perda de enzimas,
proteinas e acidos nucleicos, prejudicando o funcionamento normal da célula
(KUMAR et al., 2005). A predominante marcacéo positiva para Pl de tripomastigotas
tratadas com o composto 3 demonstram a perda da permeabilidade da membrana
plasmatica nos parasitos. Além disso, as alteracdes de membrana, fragmentacéo e
descontinuidade, visualizadas por microscopia eletronica de varredura também
reforcam esta hipétese. A presenca de alteracdes na mitocondria, visualizadas por
microscopia eletrbnica de transmissdo nos parasitos tratados com o composto 3,
com formacdo de estruturas concéntricas e inchaco mitocondrial, também podem
indicar alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica como efeito do NO
doado. Compostos antimicrobianos visando mitocéndrias sdo alvos valiosos para
guimioterapia (KITA et al., 2003) e podem ser particularmente relevantes contra
parasitos tripanossomatideos, em que a propria via glicolitica, além da fosforilacao
oxidativa, também é depende da mitocondria (CLARKSON et al., 1989).

O presente trabalho demonstra a atividade anti-T. cruzi in vitro e vivo dos 4
complexos de ruténio testados. Foi observada além da reducédo da viabilidade de
tripomastigotas, uma reducdo no numero de amastigotas e de células infectadas
para os 4 compostos. Em relacdo a forma epimastigota, apenas o composto 1 nédo
foi capaz de inibir a replicacéo desta forma. Este fato tem sido atribuido a presenca

de apenas um grupo nitro em sua estrutura. Observou-se que o composto 4
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apresentou excelente inibicdo da atividade enzimética da cruzaina. Entretanto, o
baixo indice de seletividade in vitro e a morte precoce dos animais tratados com este
composto em relacdo ao controle sugerem a presenca de efeitos adversos
decorrentes deste tratamento. O composto 3, apesar de apresentar um menor valor
de IC5o em relacdo ao composto 4 neste ensaio de inibicdo, apresentou uma melhor
atividade tripanocida in vitro e in vivo. Isso pode indicar a possibilidade do composto
3 inibir o crescimento e a viabilidade do T. cruzi por um mecanismo que nao seja
relacionado a cruzaina. Dentre os 4 compostos testados, o composto 3 apresentou
melhor atividade tripanocida e uma maior seletividade. Por fim, os resultados deste
trabalho sugerem que o NO doado pelo composto 3 € o agente farmacoldgico
responsavel pelos diversos efeitos no parasito, desde a alteracdo na permeabilidade
da membrana, o encolhimento de tripomastigotas e alteracfes mitrocondriais, e que
o0 tratamento com este nitrosilo complexo de ruténio esta induzindo morte parasitaria
por via autofagica.

Como perspectivas futuras deste trabalho, é sugerido o uso combinado do
composto 3 com o benzonidazol para ensaios in vivo. Em modelo de infec¢do aguda
da doenca de Chagas, € interessante que além dos parametros avaliados, nivel de
parasitemia e mortalidade, seja também avaliada a cura parasitologica, por métodos
moleculares, dos camundongos tratados. E possivel ainda sugerir o uso de
camundongos imunossuprimidos e mais suscetiveis a infeccdo aguda como modelo
experimental e o uso de cepas do T. cruzi mais resistentes ao tratamento com o
benzonidazol, como a cepa Colombiana, por exemplo. E extremamente importante
que seja avaliada a eficacia do tratamento combinado também na fase crénica da
doenca de Chagas. Além disso, é interessante que sejam realizados outros ensaios
in vitro a fim de identificar a via de acdo do composto 3 e confirmar a presenca de
alteracdes mitocondriais sugeridas neste trabalho. E por fim, este trabalho sugere a
utilizacdo do composto 3 como molécula base para a sintese de outros nitrosilos
complexos de ruténio visando potencializar a atividade tripanocida destes

compostos.



59

7 CONCLUSAO

- Os quatro complexos de ruténio testados apresentaram baixa citotoxicidade;

- Apenas o composto 1 nao foi capaz de inibir o crescimento da forma
epimastigota, enquanto todos os compostos testados inibiram a viabilidade da forma
tripomastigota;

- Os complexos de ruténio testados foram capazes de inibir a replicacdo da
forma amastigota em macrofagos peritoneais infectados pelo T. cruzi, apresentando
reducdo do nimero de células infectadas e de amastigotas por célula;

- Apenas o composto 2 nado foi capaz de inibir a atividade enzimética da
cruzaina;

- O modelo experimental in vivo demonstra que o0s compostos 1 e 2
apresentaram baixa resposta tripanocida, enquanto 0s compostos 3 e 4
conseguiram reduzir os niveis de parasitemia de forma mais acentuada, apesar de
apenas o composto 3 ter aumentado a taxa de sobrevida dos camundongos;

- Foi observada a presenca de alteracdes ultraestruturais, como encolhimento
do parasito, fragmentacdo e descontinuidade de membrana, além de presenca de
vacuolos citoplasmaéticos e estruturas concéntricas decorrentes do tratamento in vitro
com composto 3;

- E possivel sugerir que o NO doado pelo composto 3 seja o agente
tripanocida responsavel pelas alteracBes celulares e pela morte parasitaria por via

autofagica.
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