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VALDEZ, Rodrigo Hinojosa. “Atividade tripanocida de composto carbolinico associado a
diferentes farmacos sobre Trypanosoma cruzi”. 2011. 80f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

Dentre as doengas infecciosas endémicas existentes no continente americano encontra-se a
tripanosomiase descrita por Carlos Chagas no inicio do século XX, também chamada doenca
de Chagas. Esta enfermidade é causada por um protozoario denominado Trypanosoma cruzi e
aflige em torno de 9 milhdes de pessoas desde o México ao sul da América do Sul. Nao
existe descrito pela literatura vacina para doenca de Chagas, apenas medidas profilaticas de
controle na transmissdo. Os dois farmacos existentes, benznidazol e nifurtimox, para o
tratamento dessa doenca apresentam efeitos colaterais importantes e sdo parcialmente
eficazes. Na busca de alternativas para o tratamento tratamento, diversos grupos vém
desenvolvendo pesquisas a partir de substancias isoladas de origem vegetal e também a partir
de substancias sintéticas. Neste contexto, os alcaldides carbolinicos mostram-se promissores
compostos bioativos, pois possuem uma variedade de atividades biologicas, como
anticonvulsivante, ansiolitico, sedativo, antimicrobiano, inseticida e antiparasitdrio. Em
estudo anterior in vitro ficou demonstrada a atividade tripanocida destes compostos bem
como a sua baixa toxicidade. No presente trabalho avaliou-se a atividade sinérgica in vitro de
composto carbolinico (C4) associado aos farmacos benznidazol, cetoconazol e anfotericina B
pela técnica do checkerboard, avaliou-se também a atividade tripanocida de C4 associado ao
benznidazol sobre camundongos infectados experimentalmente. Os resultados indicaram uma
atividade sinérgica entre o carbolinico e benznidazol in vitro. Foi observado ainda que, sobre
o modelo animal, a mesma associacao resultou em atividade sinérgica similar, diminuindo a
parasitemia e aumentando a sobrevida dos animais infectados. Estes resultados encorajam o
aprofundamento de estudos sobre este composto a fim de determinar o mecanismo de agdo,
bem como seu desempenho em ensaios clinicos.

Palavras-chave: Benznidazol. Doenca de chagas. Carbolinico. Sinergismo.



VALDEZ, Rodrigo Hinojosa. "Trypanocidal activity carboline compound associated with
different drugs on Trypanosoma cruz i". 2011. 80f. Tese (Doutorado em Microbiologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Among the endemic infectious diseases present in American continent, is the American
trypanosomiasis described by Carlos Chagas in the early XX century, also called
Chagas’disease. This illness is caused by a protozoan Trypanosoma cruzi and afflicts around
9 million people from Mexico to southern South America. There is not described in the
literature a vaccine for Chagas’disease, only prophylactic measures for transmission control.
Current treatment is based in only two drugs that have demonstrated some activity against 7.
cruzi, benznidazole and nifurtimox, both toxic and partially effective. In the search of
alternative treatment, several research groups have studied natural and synthetic products with
trypanocidal activity. In this context carbolines alkaloids are well know compounds that have
a variety of biological activities such as anticonvulsant, anxiolytic, sedative, antimicrobial,
insecticidal and antiparasitic. In a previous study it was demonstrated the trypanocidal activity
of these class of compounds as well as its low toxicity, both in vitro. In this study was
evaluated the synergistic activity of a carboline compound associated with benznidazole,
ketoconazole and amphotericin B an in vitro study by checkerboard technique. Was also
evaluated the action of this compound on experimentally infected mice with carboline isolated
and associated with the drugs mentioned above. The results indicated a synergistic in vitro
activity between carboline and benznidazole. It was also observed a similar result over murine
model, decreasing the parasitaemia and increased the survival rate of infected animals. These
results encourage further studies on this compound to determine the mechanism of action as
well as their performance in clinical trials.

Keywords: Benznidazole. Chagas disease. Carbolines. Synergism.
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INTRODUCAO

A doenga de Chagas ¢ uma enfermidade presente em todo o continente
americano, ¢ mesmo depois de mais de cem anos de sua descoberta, no Brasil existem
milhdes de pessoas que ainda sdo infectadas pelo protozoario Trypanosoma cruzi, que é o
agente causador desta patologia.

Esta doenca pode ser considerada um tema emblematico na saude publica
brasileira, pois reflete aspectos distintos da nossa sociedade. Se por um lado, a patologia foi
descoberta e detalhadamente descrita por Carlos Chagas no inicio de século XX,
demonstrando a capacidade investigativa e cientifica que brasileiros podem apresentar, por
outro lado demonstra aspectos extremamente negativos de nossa sociedade como a exclusdo
social, a incapacidade e demora de governos em lidar com uma doenga tropical levando ao
sofrimento de milhares de pessoas, uma vez que, mesmo a exatos cento ¢ dois anos de sua
descoberta, a doenga de Chagas ainda ndo possui um tratamento efetivo, nem tampouco uma
vacina eficaz. O unico medicamento disponivel no Brasil é o benznidazol, que ¢ apenas
parcialmente eficaz e téxico. Esta realidade tem motivado diversos grupos de pesquisa a
investigarem novos compostos quimicos potencialmente tripanocidas, sem, no entanto chegar
a uma molécula que possa substituir o benznidazol. Nesse contexto, compostos carbolinicos
apresentam-se como biomoléculas com potencial atividade tripanocida.

Diversas sdo as etapas na pesquisa de novos farmacos, desde o isolamento e
a caracterizagdo da molécula, a comprovagao de sua atividade in vitro e in vivo sobre modelos
animais até a realizagdo de ensaios clinicos. Experimentos complementares deverdao
serealizados para comprovar que a substancia em teste ndo possui toxicidade, ou que a possui

em niveis toleraveis pelo corpo humano.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Doenca de Chagas, um breve historico

Foi na cidade de Lassance, em Minas Gerais, que o pesquisador brasileiro
Carlos Justiniano das Chagas desenvolveu o que talvez tenha sido a maior descoberta da
historia da ciéncia brasileira. Em 1907 foi designado pelo governo brasileiro para combater
uma epidemia de malaria naquela cidade. Dentre seus trabalhos se dedicava a estudar
possiveis parasitas presentes em animais e com possibilidade de infectar humanos. Algum
tempo depois ao examinar o sangue” de uma menina de dois anos de idade chamada Berenice
observou pelas lentes de seu microscopio pela primeira vez um protozoario flagelado que
denominou Schizotrypanum cruzi, sendo uma referéncia e homenagem ao seu amigo e mestre
Oswaldo Cruz (Chagas, 1909). Desde entdo comegou a estudar a biologia deste interessante
micro-organismo € seu comportamento em animais experimentais e entre diversos artigos

publicados sobre o tema explicou mais tarde detalhes da descoberta:

... quando no sangue periférico de uma crianga febril, foi observado o
flagelado patogénico, de sua biologia ja possuiamos nog¢do completa,
adquirida em demorados estudos anteriores (Chagas, 1922).

Esse fato unico na historia da medicina, ou seja, de um mesmo pesquisador
descobrir e descrever o quadro clinico de uma nova doenca, descrever seu respectivo agente
infeccioso, ciclo de vida deste agente, seus vetores e reservatorios, abrangendo assim todos os
aspectos basicos de sua epidemiologia e patologia. Mereceu grande destaque a época de
publicacdo de seus trabalhos, obtendo reconhecimento nacional e internacional culminando
com a condecorag@o do prémio Schaudinn, concedido de quatro em quatro anos pelo Instituto
de Doencas Tropicais de Hamburgo ao melhor trabalho em protozoologia (Anénimo, 1912
apud Kropf, 2006).

O que merece destaque ¢ que a comissdo julgadora desse prémio, da qual
fazia parte Oswaldo Cruz, era composta pelos mais importantes nomes da microbiologia e da
medicina tropical da época, tais como Koch, Manson, e Golgi, entre outros, sendo ainda

Carlos Chagas indicado duas vezes ao prémio Nobel, para os anos de 1913 e 1921 (Coutinho

* Dada as condigdes do laboratério provisério em Lassance, Chagas realizou um exame a fresco, ou seja, a
observagdo ao microscopio, de uma gota de sangue entre lamina e laminula.
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e cols., 1999). Gracas a essa valiosa contribuicdo de Carlos Chagas, denomina-se a doenga e

seu agente etiologico como doenga de Chagas e Trypanosoma cruzi.

Aspectos epidemiologicos da doenca de Chagas

Passados mais de cem anos de sua descoberta, infelizmente no Brasil ¢ em
diversos paises da América Latina, a doenga de Chagas ¢ considerada um grave problema de
saude publica. Estimativas indicam que existam cerca de 9 milhdes de pessoas infectadas com
T. cruzi em todo o continente americano e 25 a 90 milhdes em risco de infeccao (WHO,
2007; Hotez et al., 2008; Rassi et al., 2010).

De maneira geral, a incidéncia da doenca vem caindo lentamente, se
comparamos com o numero de pacientes chagasicos em 1978, que segundo estimativas o
Ministério da Saude existiam cinco milhdes de pessoas infectadas pelo 7. cruzi, ou o
equivalente a 4,2% da populacdo (Rey, 2008). No inicio do século XXI, Dias e cols.
publicaram um levantamento epidemioldgico no qual relatam existir em torno de trés milhdes
e meio de pessoas infectadas no Brasil (Dias e cols., 2002). Apesar de relevantes esfor¢cos no
sentido de diminuir o numero de pacientes chagasicos, ¢ preocupante o fato que existam ainda
milhdes de pessoas com doenga de Chagas no Brasil.

Como dito anteriormente, esta enfermidade nao ¢ uma exclusividade do
Brasil, sendo encontrada em todo o continente americano. A doenca de Chagas tem uma
grande relevancia na saiude publica da América Latina, sendo a segunda enfermidade
associada a vetor, em prevaléncia e mortalidade (ap6s a malaria). Estima-se que ocorram
aproximadamente 200.000 novos casos por ano ¢ em torno de 21.000 mortes associadas a
doenca de Chagas (WHO, 2007). Esta enfermidade ¢ considerada a parasitose latinoamericana
de maior impacto socioecondmico, uma vez que a transmissdo natural estd diretamente
relacionada as condi¢des de vida da populagdo nas areas de risco, e estudos epidemioldgicos
anteriores na regido constataram que cerca de 25% da popula¢do encontra-se em risco de
contrair a doenga (Gurtler e cols., 2003).

Os dados epidemiologicos demonstram uma revoltante realidade, na qual
milhoes de pessoas consideradas chagasicas possuem o protozoario 7. cruzi em sua circulagao
e colonizando seus tecidos. Este quadro por si sO justifica investimentos macigos em
prevengdo, tratamento e pesquisa sobre a doenca de Chagas. Porém a interpretacdo dos

resultados epidemioldgicos e/ou cientificos obtidos ¢ de fundamental importancia:
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Faz-se ciéncia com fatos, como uma casa com pedras, porém, uma
acumulagdo de fatos ndo ¢ ciéncia, exatamente como um aglomerado de
pedras ndo é uma casa. (Henri Poincaré).

Caracteristicas do parasita

Como descrito anteriormente, o agente etioldgico da doenca de Chagas
chama-se Trypanosoma cruzi, protozoario pertencente ao género Trypanosoma sp. € em
funcdo disto a doenga de Chagas também ¢é chamada de tripanossomiase americana, pois
ocorre somente neste continente.

T. cruzi é um protozoario flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae e apresenta uma complexa variagdo morfoldgica e fisioldgica
possuindo trés principais formas evolutivas: epimastigota, tripomastigota e amastigota. Os
membros desta ordem possuem uma unica mitocondria que percorre todo o corpo celular e se
caracterizam pela presenca de uma estrutura denominada cinetoplasto, que é uma regiao
diferenciada da mitocondria, o seu interior ¢ preenchido por uma matriz pouco densa a
microscopia eletronica, e ha uma estrutura filamentosa formada por acido desoxirribonucléico
ou DNA, uma espécie de nucledide. Esse DNA do cinetoplasto ¢ denominado de kDNA (De
Souza, 2008).

A familia ¢é constituida por protozoarios parasitas uniflagelados,
monoxénicos ou heteroxénicos, na qual também estdo presentes outros parasitas de
importincia médica, veterindria e agrondmica como Trypanosoma brucei gambiense e
Trypanosoma brucei rhodesiense, responsaveis pela tripanossomiase africana (também
chamada doenga do sono); Leishmania braziliesis, L. mexicana, L. peruviana, L. tropica
responsaveis pelas leishmanioses tegumentares; L. donovani e L. infantum responsaveis pela
leishmaniose viceral (Rey, 2008), e tripanosomatideos do género Phytomonas sp. que sao
protozoarios fitopatdogenos que apesar de ndo parasitarem o homem tém uma grande
importancia econdmica, ja que podem parasitar culturas de mandioca, coqueiros, tomate e
café causando prejuizos, como por exemplo P. francai, P. serpens e P. staheli (Camargo,
1999).

T. cruzi, assim como outros micro-organismos eucariontes, possui estruturas
celulares bem organizadas, sendo algumas delas peculiares. A membrana celular é de natureza
lipoprotéica, e ¢ sustentada por uma rede de microtubulos subpeliculares, colocados
paralelamente uns aos outros. Esses microtiibulos sdo de natureza protéica e sdo responsaveis

pela forma rigida da estrutura do protozoario. Apresenta ainda o blefaroblasto, que ¢ um
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corpusculo basal formado pela continuagcdo dos microtibulos do flagelo; a mitocondria tnica
e o cinetoplasto descritos anteriormente; o acidocalcissomo, que ‘e uma organela acidica
contendo uma alta concentrag¢do de fésforo complexado com célcio na forma de cations, tendo
como principal fun¢do o armazenamento dessas substincias quimicas no seu interior, para
posterior utilizacao pela célula na osmoregulagdo e sinalizag¢ao celular (Rey, 2008; De Souza,
2002; Moreno & Do Campo, 2009).

Existem ainda outras extruturas importantes como o glicossomo, que ¢ um
vactiolo que possui em seu interior enzimas envolvidas em obtengdo de energia pela via
glicolitica; resorvossomos, que sdo vacuolos presentes apenas na forma epimastigota e
responsavel pelo armazenamento de lipideos e proteinas, especialmente a cisteina proteinase
denominada cruzipaina, que ¢ uma enzima proteolitica de natureza glicoprotéica a qual parece
estar envolvida na diferenciacdo e penetracdo do parasita na célula hospedeira, sendo entdo
considerada um importante fator de viruléncia (Cazzulo e cols., 1997; Sant’Anna e cols.,
2004).

Outra estrutura interessante presente em 7. cruzi e compartilhada com
outros protozodrios ¢ o citdstoma, uma estrutura especializada na entrada de nutrientes,
formada pela invaginagdo de uma por¢ao da membrana plasmatica na regido proxima a bolsa
flagelar (regido de onde emerge o flagelo) encontrada nas formas epimastigota e
tripomastigota (De Souza e cols., 1978; De Souza, 2002; Nakamura e cols., 2005).

Estes protozoarios possuem também organelas tipicas de células eucariontes
como complexo de Golgi, sistema reticulo endoplasmatico liso e o granuloso, lisossomos,
ribossomos etc.

O protozoario T. cruzi apresenta muitas variagdes morfoldgicas, fisiologicas
e ecoldgicas, além de variacdes quanto a sua infectividade e patogenicidade o que levou
autores a classifica-lo em cepas ou estirpes, como a Y, por exemplo, (Silva & Nussenzweig,
1953).

Outras classificacdes levando em conta caracteristicas filogenéticas comuns
entre cepas de 7. cruzi foram realizadas, como uma caracterizacdo molecular deste parasita,
propondo duaslinhagens principais, 7. cruzi 1 (Tcl) e T. cruzi 11 (Tcll) (Anonimous, 1999),
sendo esta ultima subdividida em sublinhagens (a-e) (Brisse, et al. 2001). Acredita-se que
estas subdivisdes estejam relacionadas com a evolugdo do protozodrio juntamente com seus
hospedeiros mamiferos principais e também com o seu potencial patogénico (Abolis e cols.

2011)
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Tcl apresenta uma grande diversidade genética, e este diferentes genotipos
tem ampla distribuicdo no continente americano, estando presente nos ciclos doméstico,
peridoméstico e silvestre. Os hospedeiros mais comuns sdo mamideros marsupiais do género
Didelphis (gambas) (Cura e cols., 2010; Herrera e cols., 2009; Ramirez et al., 2011; Guhl
e Ramirez, 2011; Abolis e cols. 2011). Na linhagem TcII predomina o ciclo de transmissao
doméstico e estd mais presente nos paises do cone sul (Argentina, Brasil, Bolivia, Chile,
Paraguai e Uruguai) sendo que o hospedeiro mais comum s3o animais do género Dasypus
(tatus) (Yeo e cols., 2005; Zalloum e cols., 2005; Abolis e cols. 2011).

Mais recentemente outra classificagdo, bascada em diferentes marcadores
moleculares, propde que 7. cruzi seja organizado em seis discretas unidade de tipagem
(DTUs- Discrete Typing Units / I-IV) (Zingales e cols. 2009; Abolis e cols. 2011).

A transmissdo da doenca de Chagas pode ocorrer pordiferentes maneiras; de
forma natural, através de fezes ou urina contaminadas de insetos vetores; pela via oral;
transplacentaria; ou pode ocorrer também de maneira artificial em decorréncia do proprio
avanco da medicina, podendo ser por: transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos infectados
e por acidentes de laboratoério.

A forma de transmissdo vetorial ocorre com a participagdo de insetos
triatomineos, 0s quais pertencem a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e sub-familia
Triatominae e sdo os chamados hospedeiros invertebrados (Lent, 1999). Os triatomineos sio
noctivagos e sdo hematofagos em todos os estdgios da vida, geralmente se nutrem sobre
marsupiais, roedores e aves, passaram a buscar o sangue humano ou de caes e gatos quando
estes comecaram a viver em areas do habitat natural dos triatomineos e estes se adaptaram as
casas rurais e ao peridomicilio. A picada ¢ indolor, podendo demorar 20 min ou mais, € em
algumas pessoas provoca intensa reagdo alérgica. Durante o ato de alimentar-se (repasto) ou
depois, os insetos costumam defecar sendo este fato de grande importancia na transmissao da
tripanossomiase (Lent, 1999).

Dentre os géneros de triatomineos, trés se destacam com maior interesse
para medicina, os quais sdo justamente os insetos responsaveis pela transmissao vetorial da
doenca de Chagas, sdo eles: Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus, que juntos abrangem mais
de 100 espécies distribuidas por toda a América Latina. A OMS, em um levantamento feito
em 1990, reportou as seis espécies de maior importancia: R. prolixus, T. infestans, T.
dimidiata, T. sordida, T. brasiliensis e P. megistus (Lent, 1999). Em 2000, 10 anos depois, um
novo estudo mostrou apenas trés espécies ainda significativas: R. prolixus, T. infestans e T.

dimidiata. A diminuicao de casos de transmissao vetorial, bem como a diminui¢ao do nimero
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de espécies significativas decorre da melhoria nas condi¢des habitacionais e do controle
populacional dos vetores pelo uso de inseticidas em areas circunvizinhas as comunidades em
risco (Moncayo, 2003).

Em relacdo a transmissdo vetorial, de acordo com o Ministério da Saude —
MS (2005), o Brasil apresenta duas grandes areas distintas geograficamente no padrio de
transmissao de doenga de Chagas. As regides originalmente de risco para transmissao vetorial
’e a Amazodnia Legal. Da primeira fazem parte os estados de AL, BA, CE, GO, MG, PB, PE,
PI, PR, RN, RS e SE. Estas regides, baseando-se em dados epidemioldgicos e entomologicos,
foram consideradas pelo MS ja em 2005 areas livres da transmissdo pelo principal vetor, o
Triatoma infestans (Ministério da Sauade, 2005). Sendo que posteriormente veio o
reconhecimento da Organizagdo Pan-Americana da Satde e da Organizagdo Mundial da

Saude, do Brasil ser uma area livre de transmissao por Triatoma infestans (OPAS, 2006).

O Brasil se tornou o primeiro pais da América Latina a eliminar a
transmissdo da doenga de Chagas pelo inseto assassino chamado, Triatoma
infestans. A Organiza¢do Pan-Americana da Saude anunciou em nove de
Julho de 2006, apresentando ao Ministro da Saiide Agenor Alvares, o titulo
internacional de eliminacdo da transmissdo de doenca de Chagas por este
vetor (OPAS, 2006).

Torna-se importante enfatizar, no entanto, que tal certificagio ndo
representa o controle efetivo da doenca no Brasil. A certificagdo representa somente a
eliminacdo (interrupcdo momentanea) da transmissdo da doenca especificamente pelo
triatomineo da espécie 7. infestans. Diferentemente da erradicagdo, que representa a
interrup¢do definitiva da transmissdo mesmo na auséncia de qualquer acdo de controle. A
eliminagdo pressupde a manutengdo de alguma acdo de controle e vigilancia para que a
interrupcao se mantenha (Silveira, 2002).

Atualmente, o risco de transmissdo vetorial nos estados citados
anteriormente depende da persisténcia de focos residuais de 7. infestans, com casos isolados
em alguns poucos locais. Ha ocorréncia ainda de transmissdo por outras espécies de Triatoma
sp. como 7. braziliensis e T. pseudomaculata, assim como outras espécies pertencentes ao
género Panstrongylus, como P. megistus e P. lutzi.

Ja a Amazodnia Legal compreende os estados do AC, AM, AP, RO, RR, PA,
TO e parte do MT e MA e apresenta peculiaridades que necessitam de um modelo de
vigilancia diferenciado, sendo os casos de transmissao oral um problema mais imperativo que

a transmissao vetorial domiciliar (Ministério da Saude, 2005).
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A transmissao congénita ocorre em um nimero muito menor que a vetorial
sendo que até o ano 2000 em torno de 100 casos tinham sido relatados tanto no Brasil quanto
na Argentina (Gurtler e cols., 2003). A transmissdo ocorre quando existem ninhos de
amastigotas na placenta, e em conseqiiéncia de um processo de suscpetibilidade imunologica,
tripomastigotas originarios destes ninhos podem alcancar a circulacdo fetal, causando assim a
transmissao via transplacentaria. A transmissao por via oral ocorre de forma natural, ¢ em
varias situacdes, desde animais ingerindo triatomineos infectados, até pessoas ingerindo
alimentos contaminados com fezes ou urina de triatomineos infectados. A penetragdo do
parasita pode, nestes casos, ocorrer pela mucosa da boca e de outras por¢des do trato gastro-
intestinal, integra ou lesada (Pérez-Gutierrez e cols., 2006).

Outros modos de transmissdo, como por transfusdo sanguinea, foram
detectados a partir de 1935, porém somente na década de 1980, com a emergéncia da AIDS,
que se iniciou um exame mais rigoroso dos doadores e controle dos estoques sanguineos com
farmacos antiparasitarios. Apesar disso, no inicio dos anos 1990, a transmissao por transfusao
de sangue oriundo de estoques contaminados ainda era um problema sério em véarios paises
endémicos da América Latina, visto que nesta época, apenas Brasil, Argentina e Uruguai
possuiam legislagdo especifica para qualidade do sangue (Dias e cols., 2002). Também houve
deteccdo de casos de infeccdo através de transplante de orgdos, porém o controle ja ¢
realizado por meio de exames nos doadores. Apesar de todos os esforcos individuais e
conjuntos, o controle da doenga apresenta resultados diferentes, visto que os investimentos e a
legislacdo de cada pais impedem que a transmissao seja interrompida total e simultaneamente
(Dias e cols., 2002). E mesmo em regides onde sdo raros os casos de doenga de Chagas, ¢

importante um trabalho de vigilancia epidemiologica eficiente.

No ano de 2005, um surto registrado numa area turistica do sul do Brasil®
atraiu a atengdo internacional como conseqiiéncia de ter afetado um grupo
de turistas estrangeiros e de ter sido registrada alta morbidade e
mortalidade (Steindel e cols., 2008).

T cruzi é considerado um parasita obrigatorio, ¢ sdo dois os hospedeiros
durante o ciclo de vida deste protozodrio, um inseto vetor ¢ um mamifero. As formas

epimastigotas (formas replicativas extracelulares) multiplicam-se no intestino médio do vetor.

* Em de margo de 2005, foram identificados 24 casos de doenga de Chagas aguda no estado de Santa Catarina,
sul do Brasil. Todos estavam relacionados a ingestdo de caldo de cana contaminado com Trypanosoma cruzi.
Esta regido ndo era considerada uma area de transmissdo vetorial de doenga de Chagas em humanos (Steindel
e cols., 2008).
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ApOs esta etapa, essas formas migram para o intestino posterior onde se aderem a superficie
mucosa ¢ se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas (formas infectantes e nao
replicativas). No momento do repasto sangiiineo, o inseto libera essas formas infectivas nas
fezes e urina que entram no mamifero através de lesdes na pele, muitas vezes pela propria
pessoa parasitada, que ao cogar o local da picada do triatomineo acaba carreando o
protozodrio para o interior de seu corpo. No local da picada pode surgir uma reacao
inflamatoria localizada seguida de uma tumoracdo cutanea, hiperemia e ligeiro dolorimento
local. Esta lesdo inicial ¢ denominada de chagoma de inoculagdo. Pode ocorrer também na
regido ocular ou em suas imediagdes, a reacao inflamatoéria acompanhada, de conjuntivite e de
edema bipalpebral, que impede a abertura do olho correspondente. Neste caso a lesdo ¢
denominada de sinal de Romafia e torna-se um sintoma importante no diagndstico clinico de
paciente chagésico (Romana, 1935; Rey, 2008).

Uma vez na corrente sangilinea, o tripomastigota invade células do
hospedeiro (macrofagos, miocitos) € no seu interior diferencia-se em amastigota (forma
replicativa intracelular). Estas formas se multiplicam e ainda no interior da célula hospedeira
diferenciam-se em tripomastigotas. Estes sdo liberados na corrente sangiiinea (tripomastigotas
sangiiineos) apos ruptura celular, e podem invadir novas células ou infectar o inseto vetor,

durante um novo repasto (De Souza e cols., 2010).

Aspectos clinicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas apresenta duas fases, aguda e cronica. A fase aguda
geralmente apresenta uma lesdo inflamatdria, o chagoma, no local de entrada do parasita. No
periodo de duas semanas a um més, ocorrem quadros febris discretos, linfoadenopatia,
nausea, mal estar geral e hepatoesplenomegalia. Em casos mais graves pode haver irritagao da
meninge, taquicardia, arritmias e outras alteragcdes cardiacas, que em casos raros levam o
individuo a morte (Tanowitz e cols., 1992). O envolvimento cardiaco ocorre em mais de 90%
dos casos agudos de doenga de Chagas (Parada e cols., 1997). Existem pacientes chagasicos
que durante a fase aguda ndo apresentam a sintomatologia tipica, apresentada acima, sendo
entdo a fase aguda assintomatica. Esta variagdo no aparecimento dos sintomas pode ser
explicada pela diferenca de viruléncia entre as cepas de 7. cruzi bem como com o estado
imunitario do hospedeiro (Parada e cols., 1997).

Quando a infeccdo inicial ndo ¢ tratada, com o passar dos dias a

sintomatologia regride, o numero de parasitas diminui na circulacdo, tornam-se raros, € a
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doenca evolui para a fase cronica. Nesta fase, distintas possibilidades de evolucao da doenga
podem ocorrer, e parece importante tanto o papel desempenhado pelo parasita como a
resposta imune do hospedeiro. Usualmente, a fase cronica instala-se como forma
indeterminada, que se caracteriza pela comprovagdo soroldgica e/ou parasitologica da
infeccdo, com auséncia de sinais e sintomas da doenga, sendo que a forma cronica
indeterminada ¢ a forma mais frequente da doenca de Chagas e geralmente nao leva a 6bito. O
grande problema ¢ a possivel evolucdo da forma cronica indeterminada para forma cronica
cardiaca, digestiva ou mista. Nesta etapa da doenga podem aparecer eventos
tromboembdlicos, faléncia cardiaca, arritmias, aneurismas, mionecroses ¢ hipertrofia
miocelular, levando a casos chagésicos tipicos de dilatagdes do coracdo (megacardio), colon
(megacdlon) e esdfago (megaesdfago) causando um grande impacto na qualidade de vida dos
pacientes e podendo evoluir ainda para o dbito (Brasileiro Filho e cols., 2000; Teixeira e cols.,
2006).

Seja na fase aguda ou na fase cronica, a forma cardiaca da doenca ¢ talvez
um dos piores e mais comuns agravos causados por esta patologia, sendo considerado o
aspecto clinico mais importante da doengca de Chagas devido as suas caracteristicas,
frequéncia e gravidade. A patogénese da cardiomiopatia chagéasica nao esta totalmente
elucidada, em parte porque a progressao da doenga depende de complexas interagdes parasito-
hospedeiro.

Quatro principais mecanismos patogénicos tém sido descritos: danos diretos
no miocardio causados pelo parasita (com secre¢do de enzimas proteoliticas), forte reacao
imunologica no tecido, chegando a causar uma reacdo auto-imune local, disfun¢do
autondmica do tecido cardiaco® e microdistirbios vasculares (Rossi e cols., 1997; Biolo e
cols., 2010). Este processo infeccioso localizado no tecido cardiaco pode levar a sérios danos
neste o0rgao tais como insuficiéncia cardiaca, arritmias e tromboembolismo, podendo levar a
transplantes cardiacos e at¢ mesmo ao 6bito. Mesmo que o prognostico do paciente chagasico
ndo seja tdo ruim, em alguns casos a infeccdo leva a uma diminui¢do na qualidade de vida
desta pessoa, acarretando danos fisicos, sociais, psicologicos e aumentando custos ao sistema

unico de saude (Biolo e cols., 2010).

* Por disfun¢do autondmica cardiaca, entende-se um distirbio funcional, de natureza primaria ou secundaria,
resultante de alteragdes puramente funcionais ou orgénicas localizadas em um ou em ambos os componentes
do sistema nervoso auténomo (Cotran ¢ cols., 2000).
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Ha trinta e cinco anos 0 mesmo medicamento...

Por mais de trés décadas, apenas dois farmacos foram descritos como
agentes terapéuticos para o tratamento da doenca de Chagas, o nifurtimox e o benznidazol
(Figura 1) (Marin-Neto e cols., 2009). Porém apenas um medicamento seria suficiente, caso

este fosse eficaz, com baixa toxicidade e baixo custo. Contudo essa ndo € a realidade.

Es una enfermedad olvidada de pacientes olvidados, fuertemente asociada a
la pobreza (Maria Jesus Pifiazo).

Seja por desinteresse de companhias farmacéuticas e/ou negligéncia de
governos, existem apenas estes dois farmacos disponiveis para a terapéutica desta patologia, e
apesar de que experimentos laboratoriais in vitro demonstraram a atividade tripanocida destes
farmacos sobre as trés formas evolutivas do 7. cruzi (Croft e cols., 2005), os ensaios clinicos e
relatos médicos indicam que esta atividade ¢ parcial e ainda ndo ficou totalmente comprovado
que algum dos agentes produza a cura parasitologica total da tripanossomiase (Rey, 2008).
Foram feitos estudos transversais a fim de se avaliar a eficacia in vivo do benznidazol e as
pessoas tratadas com este produto tiveram o xenodiagnostico” negativado apOs sua
administracdo, efeito supressivo, e retorno a positividade apos algum tempo, na maioria dos
casos. Em alguns pacientes estudados, o xenodiagnostico voltou a positivar trés anos apos o
término da medicacao (Fernandes e cols., 2009).

Pesquisas anteriores t€ém revelado que a eficiéncia destes farmacos varia de
acordo com a linhagem do parasita, sistema imune do hospedeiro, bem como com a tolerancia
dos pacientes ao tratamento (Morello e cols., 1994; Toledo e cols., 2004).

O nifurtimox ¢ um composto nitrofurano que possui atividade tripanocida,
porém foi retirado do Brasil, descontinuando assim seu uso terapéutico no pais, ficando entdo
o benznidazol como unica op¢ao medicamentosa para o tratamento desta tripanossomiase. O
benznidazol por sua vez ¢ um derivado nitroimidazol desenvolvido nos anos 1970 e que ¢
usado na dose terapéutica de 5 mg/kg por dia, durante sessenta dias. Quando ndo ha resposta
terapéutica seu uso pode ser prolongado por até seis meses, sem a total garantia de sucesso

terapéutico ao final deste periodo.

* Método diagndstico, no qual o paciente é picado intencionalmente e de forma controlada por triatomineos ndo
contaminados, e quatro semanas depois o intestino do triatomineo é examinado em busca de parasitas (Portela-
Lindoso & Yasuda, 2003).
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O mecanismo de ag¢ao deste composto se da pela formacao de radicais livres
e metabdlitos eletrofilicos. O processo inicia com a agao do complexo enzimatico NADPH-
citocromo P-450 sobre a molécula do farmaco, seguido da agdo de nitroredutases sobre o
grupamento nitro da molécula, com a consequente formacao dos radicais livres. Estes, por sua
vez, ligam-se a lipideos, proteinas e DNA do parasita causando danos irreversiveis a estas
estruturas do 7. cruzi (Diaz de Toranzo e cols., 1988; Maya e cols., 2007).

Apesar de possuir certa eficiéncia sobre 7. cruzi, o benznidazol pode causar
diferentes efeitos toxicos ao paciente, causando toxicidade sistémica e diversos efeitos
adversos como anorexia, nauseas, vomitos, dores de cabega, depressdo do sistema nervoso
central, depressao da medula 6ssea, convulsoes, vertigem, dermatite e até sintomas maniacos.
Estes indesejaveis efeitos adversos, causados aos usudrios de benznidazol, frequentemente
forca os clinicos a interromperem o tratamento (Zahoor e cols., 1987; Castro e cols., 2006).
Outro fator que contribui para a limitagdo da eficacia deste farmaco ¢ a variacdo na
susceptibilidade de diferentes cepas do parasita a esta droga (Toledo e cols., 2004).

A busca de vacinas ainda baseia-se em descobertas futuras sobre a
antigenicidade apresentada pelo parasita, uma vez que existe uma grande variabilidade de
cepas, o que confere uma variabilidade antigénica muito grande a este protozoario
dificultando o desenvolvimento de um produto imunobioldgico efetivo (Camargo, 2009).

Para eliminac¢do do parasita em sangue contaminado de bancos de sangue a
unica substancia utilizada como quimioprofildtico ¢ a violeta genciana adicionada na
concentragdo de 250 pg/ml, o que resulta em 100% de eliminagdo das formas infectantes.
Entretanto seu uso também ¢ limitado pelos efeitos colaterais e pela coloragcdo da pele e da
urina dos pacientes transfundidos (Moraes-Souza & Bordin, 2006).

Uma vez que o arsenal de farmacos disponiveis para o tratamento da doenga
de Chagas ¢ extremamente limitado, torna-se imprescindivel a descoberta de novos
prototipos, e apesar do pouco interesse das industrias farmacéuticas por este tipo de pesquisa,
notaveis avangos na compreensdo da biologia, ciclos metabdlicos e ultra-estrutura do 7. cruzi
tém sido feito nas ultimas décadas em institutos de pesquisa bdsica que, ainda ndo se
materializaram em novos e eficientes medicamentos para o tratamento da doenga de Chagas
(Croft e cols., 2005).

Nos ultimos anos, entretanto, a busca por extratos e compostos naturais de
acdo tripanocida tem aumentado, principalmente pela vantagem de mostrar eficiéncia e baixa
ou nenhuma citotoxicidade (Nagafuji e cols., 2004; Luize e cols., 2006; Siilsen ¢ cols., 2006).

As plantas sdo capazes de sintetizar uma grande variedade de compostos organicos de baixo



22

peso molecular, conhecidos como metabdlitos secundarios. O metabolismo secundério tem
como fung¢do originar compostos que auxiliem as plantas durante o seu desenvolvimento. Tais
metabolitos ndo sdo considerados essenciais para o desenvolvimento normal da planta, porém
oferecem vantagens na sobrevivéncia da espécie. Atualmente existem mais de cem mil
compostos de metabolismo secundario conhecidos e ja isolados de plantas superiores. Além
da funcdo exercida na planta, também podem apresentar atividades biologicas interessantes
quando aplicados na area farmacéutica, em inseticidas, antimicrobianos, corantes, fragrancias
e também na industria alimenticia (Goossens e cols., 2003).

Diversos produtos naturais tém demonstrado atividade tripanocida (Izumi e
cols., 2011), como o extrato aquoso de Camellia sinensis que parece inibir a enzima arginina
quinase do parasita interferindo assim com seu metabolismo (Paveto e cols., 2004),
neolignanas isoladas de folhas de Piper regnellii (Luize e cols., 2006), extrato etandlico
obtido de Populus nigra (Dantas e cols., 2006), 6leos essenciais obtidos de Syzygium
aromaticum, Achillea millefolium e Ocimum basilicum (Santoro e cols.,, 2007), e ainda
isoquinolinas isoladas de Ocotea lancifolia que possuem intensa atividade sobre
tripomastigotas sanguineas (Fournet e cols., 2007). Além de plantas, outras fontes naturais
tém sido objeto de pesquisas a fim de se obter um composto efetivo contra 7. cruzi, como é o
caso do elatol obtido da alga marinha Laurencia dendroidea (Veiga-Santos e cols., 2010).

Assim como produtos naturais muitos compostos produzidos em
laboratoério, sintéticos ou semi-sintéticos, t€ém demonstrado promissora atividade tripanocida.
Estudos anteriores demonstraram varias substdncias com atividade tripanocida e baixa
toxicidade como descrito por Garzoni e cols. (2004), em que o grupo relatou a atividade
tripanocida do risedronato bisfosfato, ¢ hd o caso de P-Lapachonas semi-sintéticas que
estudos prévios demonstraram uma promissora atividade tripanocida (Menna-Barreto e cols.,
2005; Silva-Junior e cols., 2008). Outro composto sintético ja patenteado conhecido como
WSP® demonstrou boa atividade antiproliferativa sobre formas epimastigotas (Braga e cols.,
2005). Ja o composto L-leucina-metil éster parece ter boa atividade antiproliferativa sobre
formas replicativas de 7. cruzi (Adade e cols. 2007).

Derivados triazois como o UR-9825" e albacazol, que sio inibidores da

biossintese do ergosterol®, tém apresentado resultados interessantes na inibi¢do do T. cruzi,

O ergosterol é um esterol presente na membrana plasmatica de fungos e alguns protozoarios, como 7. cruzi. E
um composto analogo ao colesterol nas células de mamiferos em termos de fungdo e estrutura, uma vez que ¢é
responsavel por fungdes estruturais da membrana, estando ainda relacionado a fluidez e permeabilidade desta.
Diversos agentes antifungicos t€ém no ergosterol o seu alvo celular, e no caso de 7. cruzi tem sido indicado como
um potencial alvo de novos compostos com atividade tripanocida (Liendo e cols. 1999).
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sendo que este ultimo demonstrou ser eficiente na diminui¢do da parasitemia em animais
infectados (Guedes e cols., 2004). J& o fecundo grupo de Julio Urbina publicou diversos
trabalhos indicando outros compostos inibidores da biosintese do ergosterol como possiveis
substitutos do benznidazol, tais como TAK — 187" (Takeda Chemical Company), D-0870"
(Zeneca Pharmaceuticals), posaconazol e ravuconazol, este dois ultimos estdo em fase de

testes clinicos (Urbina, 2010).

Compostos Carbolinicos

Assim como as substancias descritas anteriormente 0s compostos
carbolinicos apresentam-se como prosperos agentes tripanocidas, estes originalmente sdo
encontrados distribuidos na natureza tanto em diversos seres vivos como vegetais, fungos,
animais e inclusive em fluidos de seres humanos (Rivas e cols., 1999). Os carbolinicos sao
uma classe de compostos alcaldides que, além de apresentarem um nucleo indélico, possuem
um anel piridinico hidrogenado de seis membros (Henriques e cols., 1999). Os carbolinicos
podem ser divididos em trés grupos estruturais dependendo do grau de saturacdo do anel: (a)
totalmente aromaticos, (b) dihidro-carbolinicos ou derivados do harmalano, (c) tetrahidro-[3-
carbolinicos com anel piridinico totalmente saturado (Figura 2) (Glennon e cols., 2000).

Alcaldides P-carbolinicos naturais e sintéticos tém sido alvo de diversos
estudos quimicos e bioldgicos, € na natureza estes compostos originam-se do triptofano, por
meio da condensacdo entre a triptamina (produto de descarboxilagdo do triptofano) e um
aldeido ou a-cetoacido, como demonstrado em estudos utilizando a marcagao isotopica C-14
("'C) e Tritio (CH) (Husson, 1985). A obtengio destes compostos pode ser realizada em
laboratorio e o método mais utilizado para sua sintese ¢ a reacdo de Pictet-Spengler (Figura
3), a qual envolve a condensacao sucessiva do triptofano metil éster com aldeidos, originando
uma molécula primdria de tetrahidro-B-carbolina, que sofrendo substitui¢des dos seus radicais
origina moléculas distintas e com atividades distintas (Cox & Cook, 1995). Dentre as
atividades bioldgicas descritas de compostos carbolinicos estdo ac¢dao anticonvulsivante,
antioxidante, ansiolitica, sedativa, antimicrobiana, inseticida e antiparasitaria (Cao e cols.,
2005), antiviral (Formagio e cols., 2009) e antiprotozoaria (Valdez e cols., 2009).

Possiveis efeitos toxicos destes compostos foram objeto de estudo de grupos
de pesquisa, os quais constataram que efeitos toxicos e mutagénicos sdo dependentes da

estrutura e concentracdo utilizada. Foi demonstrado por Formagio e cols. (2009) que
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diferentes compostos carbolinicos possuem baixa toxicidade sobre células de mamifero de
linhagem VERO. Adicionalmente, a existéncia de alguns tipos de B-carbolinicos no ser
humano sugere a presenca de vias metabodlicas e biossintéticas para estes compostos, tais que
o corpo humano seria capaz de interagir com estes compostos, reduzindo assim seus efeitos
toxicos (Rivas e cols., 1999).

Apesar de o mecanismo de acdo dos compostos B-carbolinicos ndo estar
totalmente elucidado, trabalhos anteriores tém sugerido que os mesmos poderiam intercalar-se
no DNA das células alvo, supondo que, o anel B-carbolinico presente na molécula possuindo
uma estrutura planar se depositaria nos pares de bases do DNA, e esta intercalacio
contribuiria para sua atividade biologica (Borsereau & Coldham, 2004; Zhao e cols., 2006).
Estudos anteriores cogitaram a possibilidade dos carbolinicos terem a capacidade de induzir
apoptose in vitro (Hans e cols., 2005) e como agente tripanocida seu modo de agdo parece
envolver alteragdes na sintese de DNA e inibi¢do da cadeia respiratoria (Rivas e cols., 1999).

Porém, apesar de diferentes iniciativas e valorosos esfor¢cos no sentido de
disponibilizar um novo farmaco eficiente para o tratamento da doenga de Chagas, até o
presente momento ndo existe um medicamento disponivel comercialmente que substitua o
benznidazol. Portanto pode-se afirmar: ha trinta e cinco anos o mesmo medicamento.

Este fato por si sO justifica pesquisas bdasicas e clinicas com o intuito de
desenvolver uma nova formulagdo farmacéutica eficiente ou ainda novos esquemas

terapéuticos para o tratamento da doenca de Chagas.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a ac¢do antiparasitaria in vitro e in vivo de composto tetrahidro-3-

carbolinico associado a outros farmacos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a técnica de Checkerboard sobre Trypanosoma cruzi;
Verificar o efeito do composto carbolinico associado a farmacos de
referéncia in vitro na viabilidade de formas epimastigotas e
tripomastigotas de 7. cruzi;

Avaliar a atividade sinérgica de composto tetrahidro-B-carbolinico
associado ao benznidazol sobre camundongos BALB/c infectados com T.
cruzi;

Utilizagdo da técnica de Real Time-PCR como parametro para
determinar a cura parasitoldgica de animais infectados com 7. cruzi;
Observar  alteracdes  histologicas em  animais  infectados
experimentalmente e submetidos a tratamento com composto carbolinico,
isolado e associado ao benznidazol,

Avaliar parametros patoldgicos como presenga de infiltradoe inflmatdrios
e toxicologicos como porcentagem de sobrevivéncia, ganho de peso e
presenga de infiltrados inflamatdrios em animais infectados e submetidos

a tratamento experimental.
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Figura 1 - Estrutura quimica dos compostos descritos na literatura utilizados para o
tratamento da doenca de Chagas: nifurtimos e benznidazol
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Fonte: adaptado de Urbina, 2010.

Figura 2 - Estrutura molecular do composto — 4 N-butil-1-(4-Dimethylamino) fenil-1,2,3,4-
tetrahidro-3-carbolinico-3carboxamida.
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Figura 3 - Representacdo esquematica da reacdo pictet spengler, na qual o triptofano ‘e
condesado sucessivamento com moléculas de aldeido.
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ANEXO A
(Antimicrobial Agents and Chemotherapy)

IN VITRO AND IN VIVO TRYPANOCIDAL SYNERGISTIC ACTIVITY OF N-BUTYL-
1-(4-DIMETHYLAMINO)PHENYL-1,2,3,A-TETRAHYDRO-4CARBOLINE-3-
CARBOXAMIDE) ASSOCIATED WITH BENZNIDAZOLE
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Summary

American trypanosomiasis, or Chagas’ disease, is caused by Trypanosoma cruzi and affects
around 9 million people throughout the American continent. The available treatment is based
on two nitroheterocyclic drugs, nifurtimox and benznidazole, both only partially effective and
toxic. In this context, new drugs must be found. In our previous work, the tetrahydro-f3-
carboline compound N-butyl-1-(4-dimethylamino)phenyl-1,2,3,4—tetrahydro-f3-carboline-3-
carboxamide, named C4, showed a potent in vitro trypanocidal effect. The goal of this study
was to evaluate the in vitro and in vivo trypanocidal effect of compound C4 associated with
other drugs (benznidazole, ketoconazole and amphotericin B). For this, we used the
checkerboard technique to analyze the effect of combinations of C4-reference drugs. C4 was
assayed in a murine model, alone as well as in association with benznidazole. We also
evaluated the parasitaemia, mortality, weight, and the presence of amastigote nests in cardiac
tissue. A synergic effect of C4 plus benznidazole against epimastigote and trypomastigote
forms was observed in vitro, and in the murine model we observed a substancial reduction in
parasitaemia levels and lowered mortality rates. These findings encourage supplementary
investigations of carbolines compounds as potential new trypanocidal drugs.
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1 Introduction

Chagas’ disease is an illness that affects around 9 million people on the
American continent, and in Brazil there are an estimated three million people infected with
Trypanosoma cruzi, the causative agent of this disease (29).

Although it has been one hundred years since its discovery by the Brazilian
researcher Carlos Chagas, the treatment of Chagas disease is still limited and unsafe. The
currently available treatment is two nitroheterocyclic drugs, nifurtimox and benznidazole
(BZ), with limited results seen only in the acute phase of disease. Both of these drugs are
toxic and must be taken for long periods of time. Moreover, in Brazil, only BZ is available
(19). In this context new drugs or new therapeutical approach must be developed. In this
respect we recently reported that the tetrahydro-B-carboline compound N-butyl-1-(4-
dimethylamino)phenyl-1,2,3,4—tetrahydro-B-carboline-3-carboxamide, named C4, showed a
strong in vitro trypanocidal effect (28).

In the treatment of many infectious diseases, therapeutical associations are
adopted with very successful results. Previous works have shown the importance of the
combination therapy against several microorganisms, such as bacteria (17, 21, 24) and fungi
(8, 13, 14), and over protozoa such as Plasmodium (10,18,30), Leishmania (7, 16), and T.
cruzi (3, 20). In one of the few studies that reported synergistic activity of drugs on 7. cruzi
treatment, there was demonstrated good synergistic activity between parthenolide and BZ
(20).

Therefore, based on the successful results of known therapeutical
associations the goal of this study was to evaluate in vitro and in vivo trypanocidal activity of

the C4 associated with different reference drugs (BZ, ketoconazole and amphotericin B).

2 Materials and methods

2.1  Invitro assay

Parasite and mammalian cell culture:

LLCMK; (monkey kidney cells) were maintained in Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM, Gibco Invitrogen Corporation, New York, USA) supplemented
with 2 mM L-glutamine, 10% fetal calf serum (FCS - Gibco, Invitrogen Corporation, New
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York, USA), 50 mg/L gentamicin and buffered with sodium bicarbonate. The epimastigote
form of 7. cruzi Y strain was grown in Liver Infusion Tryptose (LIT) supplemented with 10%
FCS at 28 °C for 96 h. Trypomastigote forms were obtained by infection of LLCMK, cell
monolayer in DMEM at 37 °C and 5% CO, atmosphere.

The checkerboard technique assay over epimastigote and trypomastigote forms of

Trypanosoma cruzi:

In this assay we evaluated the trypanocidal effect of compound C4
associated with other drugs (BZ, ketoconazole and amphotericin B) over epimastigote and
trypomastigote forms of 7. cruzi. Against epimastigotes, all the compounds were dissolved in
dimethylsulfoxide (DMSO) and LIT medium to obtain concentrations of C4 (10 pg/mL to
0.625 pg/mL); BZ (5 pg/mL to 0.156 pg/mL); ketoconazole (10 ug/mL to 0.05 pg/mL) and
amphotericin B (5 pg/mL to 0.001 pug/mL). The final concentration of DMSO did not exceed
1%. For each experiment, there was a growth control with and without DMSO. The
experiment was performed in a 24 well plate where epimastigote forms were suspended to 10°
cell/mL. Each well was filled with a 1 mL suspension containing the parasite, LIT medium,
10% FCS and the compounds to be tested, alone or in combinations. Serial dilutions of the
tested drugs were performed at four times, and then concentrated to the desired final
concentration. The assay was screened in triplicate.

The cells were incubated at 28 °C and their growth was determined by
counting the parasites with a haemocytometer chamber at the time 96 h. The checkerboard
technique was also used to calculated FIC (fractional inhibitory concentration) for each drug
and FICI (fractional inhibitory concentration index) for the drug combinations. The
synergistic effect is defined as an effect produced by a combination of components that is
greater than the sum of the effects produced by the components alone (represented for FIC)
(25, 26). When the sum of these fractions is 1, the combination is addictive; when the sum is
<1, the combination is synergistic; when the sum is >1, the combination is antagonistic (5).

Over trypomastigote forms, the tissue-culture-derived parasites were
resuspended in DMEM supplemented with FCS containing 10% mouse blood in a
concentration of 107 parasites/mL. In a 96-well microplate, 100 pL of this suspension was
added to 50 pL of C4 and the same volume of the associated drug (BZ, ketoconazole and
amphotericin B), diluted in DMSO and DMEM. After that a serial dilutions of C4 were

performed, as described above, to the following concentrations; C4, BZ, and ketoconazole (50
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png/mL to 3.75 pg/mL) and amphotericin B (10 to 0.1 pg/mL), then it was incubated for 24 h
at 37 °C. Considering the mobility of this form of parasite, we used the Pizzi-Brener method
which permit distinguishes his viability. In this method an aliquot of 5 pL of each sample was
placed on slides plus coverslips and immediately counted in an optical microscopy (4). The
results were interpreted by the checkerboard technique to determinate the effect of
combination of C4 with the other drugs and the fractional inhibitory concentration (FIC) was

then calculated. The results were also plotted on an isobologram.

2.2 Invivo assay

Trypanocidal in vivo studies:

The animals were infected by intraperitoneal (i.p) injection of 10°
bloodstream trypomastigotes, and two days post infection (dpi) the experimental treatment
was started. Parasitaemia levels were individually checked every day by direct microscopic
counting in 5 pL of blood from the tip of the tail of mice, as describe above. Mortality was
checked daily until 21 dpi and expressed as the percentage of survival. Moreover, the weight

of the treated animals were evaluated at 6, 12, 18 dpi.

Animals:

Male BALB/c mice, weighing 20-25 g, were obtained from Bioterio Central
- Universidade Estadual de Maringd/PR. Mice were housed 5 per cage and kept in an
environment of 22 °C room temperature, 70 £ 10% relative humidity under a 12/12 h
light/dark cycle. The animals were placed there for 10 days to adapt before starting the
experiments and maintained under standard conditions in the animal house at our institution.
All procedures had prior approval from the local animal ethics committee.

The animals were divided into the following groups: infected and non
treated (i), infected and treated with BZ-100 mg/kg (ii), infected and treated with BZ-5 mg/kg
(iii), infected and treated with C4-100 mg/kg (iv), infected and treated with C4-50 mg/kg (v),
infected and treated with C4-5 mg/kg plus BZ- 5 mg/kg (vi) and non infected and non treated
(vii). Each group contained five animals, and the experimental treatment was performed by
0.5 mL oral dose (gavage) once a day. The results shown are from three independent

experiments.
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Histological analysis:

After 21dpi, the hearts were cut longitudinally, rinsed in cold PBS and fixed
in Bouin solution. The tissues were dehydrated and embedded in paraffin. Sections of 3 um
were obtained and stained with hematoxylin-eosin and were analyzed by light microscopy.
The number of amastigote nests and of inflammatory infiltrates (more than 10 mononuclear
cells) was determined in at least 50 fields (total magnification, 40 X) for each slide. The mean
number of amastigotes nests or inflammatory infiltrated per fields was obtained from at least

three mice per group with two sections from each tissue.

RT-gPCR:

Real time qPCR was performed to determine the tissue parasite burden in
controls, and 7. cruzi-infected and treated animals. Heart tissues were collected from mice at
21 dpi, weight and washed in PBS. The genomic DNAs were purified using the lyses buffer
[50 mM Tris—HCI pH 7.6, 10 mM EDTA, 0.5% SDS, 0.2 mg/mL of proteinase K (Invitrogen,
Carlsbad, CA)] followed by phenol/chloroform extraction. Samples were mechanically
homogenized (Ultra stirrer, Scientific SDN BHD, Malasia) heated for 12 h at 55 °C, and
extracted twice with phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1). Cold ethanol (Merck),
twice the volume of the extracted sample, was then added to the aqueous phase and samples
were stored at — 20 °C for 12 h. Then, samples were centrifuged for 30 min at 10,000 g,
washed with 70% ethanol, dried at room temperature and resuspended in 10 mM Tris HCI pH
8.5. Real-time PCR was performed using the Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG
with ROX reagent (Invitrogen Corporation, New York, USA) with 100 ng of total gDNA.
The primer sequences used were TCZ-F 5-GCTCTTGCCCACAMGGGT GC-3" and TCZ-R
5-CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-3' (6). The samples were amplified in a thermal cycler
Corbett Rotor-Gene™ with the following PCR conditions: first step (2 min at 50 °C), second
step (10 min at 95 °C) and 40 cycles (30 s at 95 °C, 30 s at 57 °C, 30 s at 72 °C, 15 s at 82
°C), followed by a dissociation stage. The results were based on a standard curve constructed

with DNA from culture samples of 7. cruzi epimastigotes.

Statistical analysis:
Homogenous data were analyzed using a One Way Analysis of Variance
(ANOVA), and the significances of intergroup differences were analyzed using Dunnett’s

test. Heterogeneous data were analyzed using Kruskal-Wallis test. All statistical tests were
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performed at the p < 0.05 level of significance. The data are representative of at least three
experiments run in duplicate.
All procedures were carried out in accordance with the guidelines

established by UEM ethical committee (Protocol 013/2010).

3 Results

3.1 In vitro assay

Trypanocidal activity of C4 associated with other drugs on epimastigote and trypomastigote

forms

After treatment of C4 associated with BZ, epimastigote forms were
seriously affected, even at low drug concentrations. It was observed that association between
C4 and BZ has a synergistic effect with FICI: 0.47, and the C4 — amphotericin B combination
displayed a FICI lower than 1 (0.72) also featuring a synergistic effect. However the
combination of C4 with ketoconazole resulted in antagonism with FICI: 2.05 (Figure 1 left).

Additionally, the association of C4 with the same drugs over infective forms
of the parasite was also evaluated and the cell viability analyzed. Following the treatment
period, the viable cells were counted like described in the Materials and methods section. The
results were very similar to those found over epimastigote forms. Compound C4 when
associated with BZ displayed more effectiveness than when used alone which resulted in a
FICI of 0.71, that suggest a synergistic effect. Also the C4 — amphotericin B combination
resulted in a synergistic activity with a FICI of 0.77. Nevertheless C4 — ketoconazole

association resulted in a FICI: 1.53, suggesting an antagonist effect (Figure 1 right).

3.2 In vivo assay

Trypanocidal in vivo studies:

The parasitaemia levels were checked every day, starting at 2 dpi over a 19
day period, and at the end of this stage it was observed that C4 at 100 mg/kg/d and 50
mg/kg/d was able to decrease the parasitaemia levels (p < 0.05). Moreover we observed an
even better result when C4 was associated with BZ at the concentration of 5 mg/kg/d (each

one), when compared with infected and untreated group (p < 0.001). With this treatment the
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parasitaemia level came close to naught. It should be pointed out that C4-BZ association
caused approximately 99% of parasitaemia reduction in the parasitaemic peak (8th day), while
BZ 100 mg/kg/d displayed around 85% of parasite reduction. Additionally, this association
was able to reduce the number of parasites more than BZ 100 mg/kg/d not only in the
parasitaemic peak, but also in the course of the experimental infection (Figure 2A).

Another way to evaluate the association of C4 and BZ was to calculate the
survival rate and evaluate the weight of the animals. The best result for survival rate was
obtained when the mice were treated with C4-BZ association. This group had 100% of
survival, while the survival rate of the others groups were variable (Figure 2B). For the weight
of the animals, the only groups where the mice did not show some loss of weight, were the
groups without infection and without treatment. The group treated with C4-BZ association

increased their weight in 11.8% on average (Table 1).

Histological analysis:

The cardiac tissue of treated animals showed an important decrease in
cardiac inflammatory infiltration when compared with non treated animals, especially in the
100 mg/kg BZ group and BZ associated with C4 (5 mg/kg each) reaching about 80% (p <
0.05) (Figure 3). The number of amastigote nests suffered an important reduction when the
mice were treated with C4 isolated (around 30%) and BZ at 5 mg/kg (around 60%).
Additionally, the 100 mg/kg BZ group and BZ associated with C4 (5 mg/kg each) no cardiac
parasitism was observed (Figure 3). The histopathological analysis reveals that cardiac tissue
appears normal in the groups treated with the association of C4-BZ, with a significant
decrease (p < 0.005) of leukocyte cell infiltration and amastigote nests when compared to

infected and untreated group (Figure 4).

RT-gPCR:

Real time qPCR was performed to determine the tissue parasite burden in
infection control, uninfected control and 7. cruzi-infected and treated animals. Despite the fact
that all treated groups exhibited amplification products, the C4 plus BZ 5mg/kg (each) had a
significant reduction of parasite burden in cardiac tissues when compared to infected and
untreated groups (p < 0.001). It is relevant to point out that the reduction in parasite load
displayed by this group was greater than the reduction observed in the group treated with 100
mg/kg of BZ. Nevertheless, all other groups showed just a slight reduction of parasite burden

when compared with untreated group (Figure 5).



44

4 Discussion

More than a century after its discovery, Chagas’ disease remains a serious
pathology, mainly due to the limited therapeutic options for dealing with this illness. Indeed,
the few available drugs are partially effective and toxic in therapeutic concentrations (22, 27).
This fact encouraged research of several new compounds with trypanocidal activity (1, 12,
23), but unfortunately a fully effective drug has not been discovered so far.

Tetrahydro-B-carbolines and B-carbolines represent an important class of
compounds with several biological activities, as many as antitumoral, antiviral and
antiparasitic agents (2, 11, 15). These compounds also showed activity against protozoa such
as T. cruzi, especially against bloodstream trypomastigote (28).

Here we evaluated the C4 capacity to interact with other drugs and if this
interaction increased its trypanocidal activity. The checkerboard strategy is a well known
method to verify the potential synergic effect with different drugs (5). The results obtained
over epimastigote form led to the interesting conclusion that the association of C4 plus BZ
resulted in a synergy between them (FICI= 0.47). A similar result was described in a previous
work, with parthenolide (20). On trypomastigote forms, an analogous result was observed,
especially when C4 and BZ were tested in combination, leading to synergistic effect, being
the FICI value 0.71.

In the case of amphotericin B, a synergistic result was also observed. In both
parasite forms evaluated; the FICI values were below 1.0, being 0.72 in epimastigote and 0.77
in trypomastigote forms. Meanwhile, the C4-ketoconazole association caused an antagonistic
effect, in both epimastigote and trypomastigote forms, the FICI values were 2.05 and 1.53,
respectively, suggesting that maybe these compounds have similar mechanisms of action.

For in vivo studies, we selected the compounds C4 and BZ, and its
combination. Some interesting results were observed in the C4-BZ group (5 mg/kg each),
which showed a higher parasitaemia reduction compared to the drug reference group (BZ -
100 mg/kg). We also want to emphasize that the treatment only with BZ - 5 mg/kg did not
result in a trypanocidal effect as those presented by the C4-BZ combination, with a significant
difference between them (p < 0.05). A similar approach was used in another work, where the
buthionine sulfoximine was tested in association with nifurtimox (9).

The results obtained from the observation of the animal’s deaths through the
infection period showed that none of the animals died in the group treated with C4-BZ

combination similar to the group without infection. This mortality rate suggests low toxicity,
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different than the results obtained with other substances as derived from megazol (23). We
can speculate that once we eliminated the parasite infection through treatment, there was no
reason for death of animals. In the case of the experiment measuring the animal’s weight, all
groups showed significant difference when compared with uninfected group (p < 0.05). This
means that the animals lost some weight during the experiment (typical symptom of Chagas
disease), except for the C4-BZ group (5 mg/kg each); in this case these animals gained weight
during the experiment period.

Another important feature was the number of amastigote nests and
inflammatory infiltrates that decreased significantly in the C4-BZ combination (p < 0.05).
This reduction was also observed in histological analysis since it was not possible to observe
parasites in the cardiac tissue of animals treated with C4-BZ combination, and protected
against characteristic alterations of 7. cruzi infection.

With the goal of finding and quantifying the parasites located in cardiac
tissue, we carried out the Real-time quantitative PCR method of all experimental groups, and
we verified that the cardiac parasitism of 7. cruzi infected and treated mice confirmed the
histological analysis conclusions. The Rt-PCR showed us that the number of cardiac parasites
suffered a notable reduction (p < 000.1), but the experimental treatment did not eliminate all
of cardiac trypomastigotes.

In conclusion, all results clearly provide evidence that there was in vivo
synergistic activity between C4 and benznidazole, suggesting that perhaps these two
compounds have different mechanisms of action. Moreover, the results indicate that the use of
BZ at low concentrations, associated with the compound C4, may have a therapeutic
efficiency similar to that obtained in the concentration currently used, with consequent
reduction of the side effects typical of the therapy with BZ and/or the duration of treatment.

Additionally these results support new in vitro and in vivo studies about the
association between B-carboline compounds and other drugs, to treat experimental Chagas’
disease. Moreover, it is important to continue with the in vivo studies, through different
therapeutic protocols and using new drug delivery systems aiming to achieve better results

with the available drugs.
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Legends for Tables and Figures

Table 1 — Weight variation (g) in BALB/c mice treated with different treatment regimen,
when compared with time zero (first day of infection).

Figure 1: Isobolograms of the combination of C4 with different concentrations of reference
drugs. In the left column (A) the checkerboard technique over epimastigote, and in the right
column (B) the results obtained against trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi. The
points below the broken line mean synergistic effect and the points above means antagonic
effect. Notice the FICI results of all experiments is displayed.

Figure 2: Effects of C4 and BZ, alone and in combination on parasitaemia (A) and survival
rate (B) in a murine model of Chagas’ disease. Male BALB/c mice were inoculated with 10°
bloodstream trypomastigotes of Y strain; the treatment started 48 h later. The parasitaemia
evaluation started on the same day of the beginning of treatment and the parasitaemic peak
was around 9" day post infection, or 7", day of treatment. Asterisks means significant
difference between the groups tested with control, (p <0.001).

Figure 3: Presence of amastigote nests and inflammatory infiltrated in heart tissue. In the
groups treated with BZ - 100 mg/kg and C4 - BZ (5 mg/kg each) the infection and
inflammatory infiltration has significantly decreased (p < 0.05). The asterisks mean
significant differences with infection control (* amastigote nests and ** inflammatory
infiltration) (p < 0.05).

Figure 4: Histological analysis of mice cardiac tissue. (A) Non infected group, (B) Infected
and non treated group, (C) Infected and treated with C4-50 mg/kg/d group, (D) Infected and
treated with Bz-5 mg/kg/d group, (E) Infected and treated with BZ-100 mg/kg/d group, (F)
Infected and treated with BZ associated with C4 (5 mg/kg both) group. In (B), (C) and (D)
pictures is evident of the presence of amastigote nests (head arrows) and inflammatory
infiltrates (Black arrows), the pictures (E) and (F) cardiac tissue appears normal, with some
polymorphonuclear cells (F). Optical magnification: 400 X.

Figure 5: Parasite burden in cardiac tissue of BALB/c mice infected with Y strain of 7. cruzi.
The animals were infected and treated with C4 and BZ, alone and in combination. Tissue
samples were harvested at 21 dpi. The black asterisk means a significant difference with
infection group (p <0.001).



Table 1

6 dpi 12 dpi 18 dpi
No infected +5.5% + 4.9% + 10.7%
C4 + BZ 5 mg/kg/d (each) + 4.0% +7.5% +11.8%
BZ 5 mg/kg/d -1.4% -7.6% -4.1%

BZ 100 mg/kg/d -1.6% -2.9% -1.1%

C4 — 50 mg/kg/d 0.0% -9.0% -6.4%

C4 - 100 mg/kg/d -1.8% -5.7% -7.3%
Infection control -5.1% -12.2% -21.3%

dpi = days post infection

50
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Figure 2
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Figure 3
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ANEXO B

Protocolos

TECNICA DE CHECKERBOARD

E avaliado neste experimento a capacidade de uma determinada droga interagir com
outro composto, € se esta interacao potencializa a sua capacidade antimicrobiana. No presente
protocolo ¢ descrito a técnica usada para avaliar a capacidade de interagdo de dois compostos
com potencial atividade tripanocida. Com o resultado obtido pode-se avaliar também se esta
interacao ¢ antagonica ou indiferente. Pode-se avaliar a possivel interagdo de duas substancias
sobre as diferentes formas evolutivas de 7. cruzi. Abaixo, segue a descricdo do protocolo

usado sobre formas epimastigotas.

O experimento ¢ realizado em placa de 24 pocos, na qual foram usadas formas
epimastigotas em fase logaritmicas de crescimento, e na concentracdo de 10° células/ml. Em
cada pogo ¢ depositado uma solugdo com volume de um ml, contendo o parasita, meio LIT,
10% de soro fetal bovino, e as drogas a serem testadas, isoladas ou em combinagdo. Para isso
¢ realizada uma diluicao seriada das drogas testadas (em tubos eppendorf) e o experimento
deve ser repetido. E feita a contagem de cada pogo em camara de Neubauer, ¢ os resultados
obtidos sdo submetidos a técnica do checkerboard para analisar o efeito das combinagdes das
drogas. Inicialmente deve ser calculado o ICsy de cada droga isoladamente, e ap6s isso 0 ICsg
das drogas em conjunto; apods isto ¢ calculado o FIC (concentragdo inibitoria fracional) para
cada droga. A somatoria do valor de FIC equivale ao FICI (indice de concentragdo inibitoria
fracional). Quando a somatoéria destas fragcdes ¢ menor que 1 define-se como sinergismo,
quando a somatorio € igual a 1 defini-se como efeito aditivo e quando a somatdria das fragcdes

¢ maior que 1 a combinagao tem efeito antagonico (Chou, 2006).
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Com os resultados, recomenda-se entdo a construgdo de isobologramas (graficos em

escala aritmética). Segue abaixo representagao esquematica do experimento.
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Calculos do FIC e FICI:

Para a correta interpretagdo dos resultados é importante realizar o calculo do FIC
(concentracdo inibitoria fracional) de cada droga e o FICI (indice de concentracdo inibitoria

fracional) que ¢ a somatdria dos valores de FIC, conforme exemplo abaixo:

FIC (A) = ICs da droga associada / ICsy da droga isolada

FIC (B) = ICs( da droga associada / ICsy da droga isolada

FICI= FIC droga (A) + FIC droga (B)

Para a construcdo dos isobologramas, recomenda-se fazer um grafico com as
concentragdes da droga de referéncia na abscissa e as concentragdes na ordenada, e os pontos
devem ser representativos do resultado do FICI. Sendo sinérgico, a curva torna-se concava, €

sendo antagdnica, convexa.
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PROTOCOLO DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

AVALIACAO DE COMPOSTO CARBOLINICO SOBRE PARASITEMIA DE
CAMUNDONGOS INFECTADOS COM CEPA Y DE T. cruzi
- Os animais devem ser ambientados em biotério por no minimo 48 h antes do inicio do
tratamento.
- Tratamento:

O parametro para a escolha das concentragdes dos compostos baseou-se na
concentragdo para uso experimental in vivo do benznidazol, descrito na literatura como 100
mg/kg/dia (Aratjo-Jorge & De Castro, 2000; Da Silva e cols. 2008). Sendo assim, para a
escolha das concentragdes do C4 optou-se em usar grupos de animais tratados com a mesma
concentragdo (100 mg/kg/dia) e a metade desta (50 mg/kg/dia).

Na associacdo dos compostos, novamente levou-se em consideracdo a concentragdo
usual do benznidazol; optou-se em usar uma concentragdo muito menor que a descrita acima
(vinte vezes menor), 5 mg/kg/dia para os dois compostos, uma vez que a idéia era observar a
possivel atividade sinérgica em baixas concentracdes (cogitando que o benznidazol em baixas
concentragdes apresentaria menos efeitos toxicos caracteristicos). Como controle do
tratamento usou-se um grupo apenas testado com benznidazol a 5 mg/kg/dia. Usou-se ainda

um grupo infectado, mas sem tratamento como controle da infec¢ao.

- Concentragdes usadas:
e (4 + benznidazol, 5 mg/kg/dia (para cada composto)
e Benznidazol, 5 mg/kg/dia
e Benznidazol, 100mg/kg/dia

e (4, 50 mg/kg/dia
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o (4, 100 mg/kg/dia

1° Dia do Experimento

Dia da infecgao:

e Dividir os animais nas respectivas gaiolas, (at¢ 5 nas pequenas), foram usados
camundongos BALB/c machos, ¢ devem ser mantido em ciclos de 12 hde luze 12 h
de escuro.

e Marcar os animais com acido picrico na pelagem para identificacdo correta no
periodo da contagem.

e Fazer a coleta do sangue de um animal previamente contaminado, contar as formas
infectantes (método de Pizzi-Brener) e padronizar o inoculo (10 formas
tripomastigotas).

e Infectar cada animal com = 100 pl de sangue na concentragdo descrita acima, com

excessao do grupo controle negativo.

Apobs 48 h

3° Dia (d.p.i - dia p6s infeccao)

Inicio do tratamento
e Faz-se a pesagem das drogas e respectiva diluicdo, usando DMSO e apds agua
destilada, aquecer suavemente a suspensdo do composto carbolinico, homogeneizar

mecanicamente, até obter uma solu¢do mais homogénea possivel.
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e Administragdo por gavagem, (via oral), 500 pl da solugdo na concentragdo de cada
grupo, volumes superiores podem causar regurgitamento.

e Importante separar grupos controle negativo (sem infec¢do) e positivo (com infeccao e

sem tratamento).

3° Dia (d.p.1)

¢ Inicio da contagem pelo método Pizzi Brener,

e De maneira resumida: 5 pl de sangue coletado da cauda do animal infectado deve ser
colocada gentilmente sobre uma lamina e sobre esta gota coloca-se uma laminula, e
faz a contagem logo em seguida, caso ndo seja possivel fazer a contagem
imediatamente ap6s a confeccdo da lamina, deve colocar esta em uma camara timida

(placa de Petri com algodao umedecido) até o momento da contagem,

e Contar 50 campos e anotar em uma planilha, em microscopio Optico (objetiva de

40x),

e Importante calcular o fator de correcdo do microscopio que serd utilizado,

e Realizar a contagem todo dia até o 21° dpi,

e O tratamento foi realizado diariamente, nas concentragdes previamente calculadas,

e Pesar os animais a cada trés dias, até o dia do sacrificio.

No 21° d.p.1, ¢ feito o sacrificio dos animais, por deslocamento cervical ou em camara de

CO, (mais apropriado) e coletados os 6rgaos que se quer avaliar (coracdo, bago, figado, etc.).
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Os orgaos devem ser lavados em PBS, desidratados em concentracdes crescentes de etanol e
fixados em solucao de BOUIN.

Apds o processo de fixagdo, os 6rgdos sdo emblocados em parafina, em seguida sdo
realizados cortes de 3 um de espessura em microtomo, para confeccdo de laminas que
posteriormente sdo submetidas a coloracdo de hematoxilina-eosina (HE). Ap6s a coloragdo
tornar as laminas permanentes com balsamo do Canada. Finalmente apos secagem ¢ feita

observacao em microscopio optico (em objetiva de 40X).

OBS. Um experimento piloto foi realizado a fim de observar a solubilidade dos compostos em
diferentes solventes. Neste mesmo experimento foi usado um grupo experimental de animais
sem infec¢do e tratados apenas com o veiculo (DMSO 1% e agua destilada), a fim de avaliar
se o veiculo teria alguma interferéncia na parasitemia ou toxicidade sobre os animais. Estas

duas possibilidades ndo foram evidenciadas.



63
AVALIACAO DA PRESENCA DE T CRUZI EM TECIDO CARDIACO USANDO
TECNICA DE RT-qPCR

Com objetivo de identificar e quantificar a presenca do protozoario Trypanosoma
cruzi no tecido cardiaco de camundongos infectados experimentalmente e tratados com
diferentes concentragdes de benznidazol e composto carbolinico, estes animais foram
sacrificados, sendo retirados seus coragdes, que foram pesados e lavados em PBS.

As amostras foram submetidas a processo de retirada de proteinas contaminantes, com
tampao de lise (Tris-HCI, EDTA, SDS) e proteinase K.

Os coragdes foram triturados e homogeneizados mecanicamente (Ultra Stirrer,
Scientific SDN — Malasia). O DNA do parasita foi extraido por meio de solugdo de
fenol:cloroformio:alcool isoamilico.

A PCR em tempo real foi realizado com marcador de fluorescéncia SYBR GREEN
com 100 ng de DNA total, onde se buscou a amplificagdo de sequéncias especificas de T.
cruzi (Cummings & Tarleton 2003) em um termociclador Corbett Rotor Gene” .

Com o resultado obtido foi feita uma curva padrdo usando como base a amplificacio

de células sem tratamento (controle), e posterior comparagao dos grupos tratados com a curva.
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PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DE POTENCIAL

TRANSMEMBRANICO, POR CITOMETRIA DE FLUXO COM RODAMINA 123

Apdés o tratamento com o composto carbolinico, as formas epimastigotas e
tripomastigotas foram incubadas com 5 pg/ml rodamina 123 (Rh123) por 15 min a 37 °C a
fim de se verificar o potencial da membrana mitocondrial. Apds este periodo, as células foram
lavadas com PBS uma vez, e ressuspendidas novamente com PBS, e incubadas por mais 30
min a 37 °C até a analise. A aquisi¢do de dados e a analise foram realizadas utilizando um
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ, E.U.A.) equipado com o
software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, E.U.A.). Um
total de 10.000 eventos foram adquiridos na regido previamente estabelecida com o parasita.
Alteragdes na fluorescéncia de Rh123 foram quantificadas através de um indice de variacao
(IV) obtido pela equacdo (MT - MC) / MC, onde MT ¢ a mediana de fluorescéncia para
parasitas tratados e MC para o controle de parasitas. Os valores negativos de IV
correspondem a despolarizagdio da membrana mitocondrial. Apo6s estes calculos pelo

software, foram montados os histogramas respectivos.

Materiais:

- Ponteiras

- Eppendorf

- Tubo para citdmetria

- PBS

- Rodamina 123 (5 mg/ml em etanol)

- Antimicina A (1 mg/ml em etanol) Controle Positivo.
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Procedimento:

1- Ap0s o tratamento, lavar as células 3 x com PBS

2- Ressuspender 1 x 10° cel/ml em 1 ml de PBS

3- Adicionar 1 pl da solugdo estoque de rodamina 123

4- Incubar por 15 min a 37 °C

5- Lavar as células uma vez com PBS

6- Ressuspender em 500 pl de PBS e incubar por 30 min a 37 °C

7- Realizar leitura no citometro, imediatamente ap6s a incubacao

OBS- Em uma aliquota de células controle (sem tratamento), apds a marca¢do por 15 min
com rodamina 123, lavar com PBS conforme descrito (uma vez) e adicionar 0,5 pl de
antimicina A aos 500 pl de PBS (A antimicina A ¢ uma droga cujo mecanismo de acdo leva
ao colapso do potencial de membrana mitocondrial, portanto funciona como um controle

positivo). Incubar por 30 min, lavar uma vez e proceder a leitura.

- Rodamina ¢ excitavel por laser argdnio (480 nm) e emite fluorescéncia na faixa de 515-530

nm (FL1):
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PROTOCOLO PARA DETERMINACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA

CELULAR, POR CITOMETRIA DE FLUXO COM IODETO DE PROPIDIO

As amostras de 7. cruzi, epimastigotas e tripomastigotas, foram previamente tratadas
com o composto carbolinico por 96 h e 2 h respectivamente. Apods este periodo, as células
foram lavadas com PBS por 3 vezes, em seguida foram ressuspensas 5x10° células em 500 pl
de PBS. Ap0ds este procedimento, foi adicionado 50 ul de uma solugdo de iodeto de propidio a
2 pg/ml por cinco minutos a temperatura ambiente. Imediatamente apds a incubagdo, foi
realizada a leitura no citometro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, Rutherford, NJ,
E.U.A.) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La
Jolla, CA, E.U.A.). Um total de 10.000 eventos foram adquiridos na regido previamente
estabelecida com o parasita. O iodeto de propidio é excitavel por laser de argdnio, e emite
fluorescéncia na faixa dos 560-580 nm (FL2).

As células com membrana integra ndo permitem a entrada do iodeto de propidio,
portanto apresentardo baixa fluorescéncia. Células cuja membrana esteja rompida ou
seriamente danificada permitirdo a entrada do marcador de fluorescéncia, que se ligard ao

DNA emitindo alta fluorescéncia quando excitada por laser.

OBS - No caso de 7. cruzi, para a forma epimastigota o controle positivo foi obtido tratando-
se uma aliquota de células sem o tratamento com o carbolinico, com soro humano fresco, por
5 min. Apds este periodo, este grupo de células foi submetido ao mesmo procedimento de
marcagdo com iodeto de propidio aplicado ao grupo grupo tratado previamente com

carbolinico.



Materiais:

- Ponteiras

- Eppendorf

- Tubo para citometria

- PBS

- lIodeto de propidio (2 pg/ml em PBS)

- Soro humano fresco como controle positivo para as formas epimastigotas.

67
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DETECCAO DE COMPARTIMENTOS ACIDICOS

A fim de avaliar a presenca de compostos acidicos, foi realizada a marcagdo com o
marcador fluorescente laranja de acridina. Apds o tratamento com o composto carbolinico,
foram lavadas em meio LIT duas vezes e incubadas na presenca de 30 pg/ml de laranja de
acridina por 30 min a 28 °C protegido da luz. Apds este periodo, as células sdo lavadas 3
vezes em meio LIT. Como controle, foram usadas células sem tratamento prévio com o
composto carbolinico.

As células foram aderidas em lamina e laminula tratada com poli-L-lisina, adicionado
n-propil-galato 10% e seladas com esmalte incolor, sem estarem fixadas. A observacdo foi
feita em microscopio de fluorescéncia Zeiss” e as imagens capturadas com o software

AxioVision 4.0% , com filtro de excitagdo de 514 nm.

Laranja de Acridina:

- Solugdo Stock: 100 ng/ml em PBS

- Solugdo de uso: 30 pg/ml

- Lavar células em meio LIT

- Observacgdo das células vivas ou fixadas em paraformaldeido 4%

- Montagem das 1dminas com n-propil-galato 10% ou glicerol.

- Observar em microscopio de fluorescéncia em filtro de emissdo 514 nm

- Durante todo o processo ¢ recomenddvel proteger a amostra da luz.
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DETECCAO DE AUTOFAGOSSOMOS

Com o objetivo de observar a presenca de vactiolos autofagossomos, foi realizada a

marcagdo com modansil-cadaverina, apos crescimento celular de formas epimastigotas.

- Lavar as células 3 vezes com PBS gelado: 10000 rpm / 3min. cada vez

- Ressuspender o pellet em 0.05 mM de MDC ( solugao estoque — SmM — dilui¢do 1:100)
- Incubar por 10 min. protegido da luz/37° C.

- Lavar duas vezes com PBS gelado.

- Observar ao microscopio de fluorescéncia (excitation wavelength 380 nm, emission filter

525 nm).

OBS. Como controle positivo, foi utilizado um grupo de células crescidas em meio LIT sem

adi¢ao de soro fetal bovino, simulando um estresse nutricional.
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ANEXO C

Resultados complementares

Ao longo do periodo de doutorado, outros experimentos foram realizados na
tentativa de compreender melhor a acdo do composto carbolinico no protozoario 7. cruzi.
Estes dados, at¢ o presente momento, ndo resultaram em um segundo artigo completo,
contudo, mais experimentos complementares estdo em andamento com a finalidade de

completar esta etapa do estudo.

1 ESTUDOS COM CITOMETRIA DE FLUXO

Uma vez que em estudos anteriores de nosso grupo verificamos que o
composto carbolinico possuia atividade tripanocida in vitro e in vivo, o objetivo destes
estudos foi observar e compreender melhor a forma como este composto quimico realizava
sua atividade antiparasitaria, ou seja, buscamos compreender de forma inicial o mecanismo de
acdo desta substincia sobre formas epimastigotas e tripomastigotas.

Em trabalho publicado em 2009 (Valdez e cols., 2009) demonstramos por
meio de imagens de microscopia eletronica de transmissdo que formas epimastigotas de 7.
cruzi quando tratadas com diferentes concentragdes de composto carbolinico exibiam
mitocOndrias alteradas morfologicamente, apresentando um aumento de tamanho bem como
um arredondamento de sua estrutura. Com a utilizagdo do citdmetro de fluxo objetivamos
avaliar a funcionalidade da mitocondria dos parasitas tratados com o carbolinico, através da
avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial usando o marcador Rodamina 123. Foi
usado também o marcador lodeto de Propidio a fim de avaliar possiveis alteragdes na
membrana celular do parasita.

As formas epimastigotas, foram tratadas com o valor de ICsy (7,0 pg/ml) e
ICy0 (30 png/ml) por 96 h e as formas tripomastigotas nas concentragdes do ECsy (45 ug/ml) e
ECqo (90 pg/ml) por 2 h. Apds este periodo, foram tratadas com o marcador de fluorescéncia
Rodamina 123. Em experimento independente foi feito o mesmo pré-tratamento com o
composto teste e as células marcadas com lodeto de Propidio. Em ambos os casos, as
amostras foram analisadas em citometro de fluxo, FACS Calibur®, Becton Dickinson.

Os resultados obtidos com a marcagdo com Rodamina 123 indicaram uma

despolarizacdo da membrana mitocondrial em ambas as formas evolutivas do parasita e nas
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duas concentracoes testadas (Figura 1 e Figura 2). Indicando algum dano na integridade da
mitocondria. J4 no caso da marcacdo com o lodeto de Propidio, ndo foram observadas
alteracdes em epimastigotas nem em tripomastigotas em nenhuma das concentracdes testadas
(Figura 3 e Figura 4), indicando assim que a integridade da membrana celular ficou
preservada.

Levando em conta os resultados obtidos, ¢ possivel concluir que a atividade
tripanocida do composto carbolinico pode estar relacionada com uma agdo direta sobre a
mitocondria, levando em consequéncia disto a morte celular. Esta atividade, entretanto parece
ndo estar relacionada com alguma alteragdo na membrana celular. Contudo, estudos
adicionais sdo necessarios a fim de elucidar com maior riqueza de detalhes o mecanismo de

acao do composto carbolinico sobre as trés formas evolutivas do 7. cruzi.

Figura 1 - Andlise de formas epimastigotas tratadas com composto carbolinico (por 96
horas) e marcadas com Rodamina 123.
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Figura 2 - Andélise de formas tripoamastigotas tratadas com composto carbolinico (por 2
horas) e marcadas com Rodamina 123.
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Figura 3 - Andlise de formas epimastigotas tratadas com composto carbolinico (por 96
horas) e marcadas com Iodeto de Propidio.
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Figura 4 - Andélise de formas tripomastigotas tratadas com composto carbolinico (por 2
horas) e marcadas com Iodeto de Propidio.
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As Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi possuem uma organela
caracteristica localizada na regido posterior do protozodrio e encontrada apenas nesta forma
evolutiva, chamada de reservossomo (Soares & De Souza. 1988). Esta ¢ uma organela
relativamente grande medindo 0,4 — 0,6 um de diametro (Sant’Anna e cols. 2004). Em estudo
pioneiro sobre o reservossomo Soares e cols. (1992) demonstraram que macromoléculas
absorvidas pela célula seriam armazenadas neste compartimento, sendo entdo classificados
como estruturas pré lisossomais, e assim como outras estruturas endociticas o reservossomo
possui pH interno baixo (aproximadamente 6,0). Esta organela possui em seu interior
inclusdes lipidicas e armazena uma cisteina proteinase chamada cruzipaina, a qual ¢ um
importante fator na diferenciagao celular e ¢ considerado um essencial fator de viruléncia do
T. cruzi (De Souza, 2002).

Com o objetivo de avaliar a interferéncia do composto carbolinico nesta
importante organela da forma epimastigota do 7. cruzi, realizou-se a deteccdo de
compartimentos acidicos (reservossomos) com a marca¢do de um marcador de fluorescéncia

que tem afinidade por compartimentos acidicos, chamado laranja de acridina, e posterior

observagao em microscopio de fluorescéncia.



74

As formas epimastigotas foram pré tratadas com a concentracao de ICsg (7,0
png/ml) e ICoy (30 png/ml) por 96 h e posteriormente marcadas com laranja de acridina na
concentragdo de 30 pg/ml; paralelamente células sem o pré tratamento também foram
submetidas a marcacdo com laranja de acridina, a fim de servirem como células controle.
Apobs o tempo de marcagdo, e posterior lavagem das células, foram observadas vivas (nio
fixadas) em laminas aderidas com Poli-L-lisina, em microscopio de fluorescéncia Zeiss”, e
utilizando o software AxioVision 4.0° em que a coloragio laranja indica pH 4cido e coloragio
verde indica pH neutro. Somado a isto, foi realizada a quantificagdo por contagem visual,
sendo que 100 células de cada grupo foram observadas em microscopio de fluorescéncia e
quantificadas as células que apresentaram fluorescéncia. O resultado obtido foi organizado em
grafico como média de trés experimentos independentes.

O resultado observado foi um aumento consideravel na presenca de
estruturas marcadas em laranja nas células tratadas tanto com ICsy quanto com ICqy, porém na
concentragdo de ICsp houve uma diferenca estatisticamente significante (p < 0,05). Nas células
sem tratamento com o composto carbolinico (controle) também foi possivel observar a
presenca de estruturas marcadas em laranja (pH &cido), porém com menor intensidade (Figura
5). Na quantificagdo, o grupo que apresentou o maior numero de células marcadas foi o
tratado com ICsg (69,66 + 6,02 células apresentaram alguma marcacao, enquanto nas tratadas
com ICyy 51,34 + 4,50 células foram marcadas; no grupo controle apenas 41 + 3,61 células
apresentaram alguma marcacao) (Figura 6).

Os resultados obtidos com a marcagao de laranja de acridina sugerem que as
formas epimastigotas de 7. cruzi quando tratadas com o composto carbolinico apresentam um
maior nimero de reservossomos, notadamente quando tratadas com a concentragdo de ICsy.
Pode-se concluir que, uma vez que os reservossomos sao estruturas que participam da via
endocitica de macromoléculas, de alguma forma as células expostas ao carbolinico
produziram mais reservossomos, sendo talvez uma resposta a este estimulo quimico, porém
estudos complementares sao necessarios para confirmar estes dados e indicar se este possivel

aumento esta relacionado diretamente com a capacidade tripanocida do composto carbolinico.
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Figura 8 - Formas epimastigotas marcadas com laranja de acridina 30 pug/ml. A e B células
sem prévio tratamento com composto carbolinico (controle), C e D células
previamente tratadas com o valor de ICsg (7,0 pg/ml) do composto carbolinico e E
e F células previamente tratadas com a concentragdo do ICy (30 pg/ml) do
composto carbolinico.

Figura 9 - Avaliacdo da contagem realizada em 100 células de cada grupo, as barras indicam
o nuamero de células com a presenga de marcacdo com laranja de acridina.
Asterisco indica diferenga significativa em relacdo ao controle (p < 0,05).
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3 DETECCAO DE VACUOLOS AUTOFAGOSSOMO

A autofagia ¢ um processo de destruicdo celular, no qual a prépria célula
promove a destrui¢do de partes celulares e que pode ser induzido por estimulos externos.
Durante este processo, por¢des da célula como organelas e complexos protéicos sio
envolvidos por vesiculas membranosas de origem ainda desconhecida. Estas vesiculas sdo
denominadas de autofagossomos e este apos englobar a particula se une a lisossomos da
célula causando, entdo, a degradacdo da particula (Rigden e cols., 2005).

Em trabalho anterior verificamos em microscopia eletronica de transmissao
uma intensa vacuoliza¢dao de formas epimastigotas apds sofrerem tratamento com o composto
carbolinico. Entdo, como a principal caracteristica do processo descrito acima ¢ a presenca
destes autofagossomos, formas epimastigotas de 7. cruzi tratadas com composto carbolinico
ICso (7.0 pg/ml) e ICqp (30 pg/ml) foram submetidas a marcagdo com monodansil-cadaverina,
que ¢ um marcador de fluorescéncia especifico para os vacuolos autofagossomos. Como
controle positivo, formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT sem adi¢do de soro
fetal bovino, sendo induzido um estresse nutricional (Jimenez ¢ cols., 2008).

O resultado observado foi que as células tratadas com as diferentes
concentragdes de carbolinico ndo apresentaram vactiolos marcados, sendo que nas células

controle foi possivel observar vactiolos apresentando marcagao.

Figura 10 - Formas epimastigotas marcadas com monodansil-cadaverina 0,05 mM. A e D:
células sem prévio tratamento com composto carbolinico e crescidas sob estresse
nutricional (controle positivo); B e E: células previamente tratadas com o valor
de ICso (7,0 pg/ml) do composto carbolinico; C e F: células tratadas previamente
tratadas com a concentragdo do ICyy (30 pg/ml) do composto carbolinico.
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CONCLUSAO

Diversos sdo os relatos na literatura demonstrando substancias com alguma
atividade tripanocida, sendo estas das mais diferentes fontes, naturais ou sintéticas. Com
experimentos realizados in vitro ou in vivo diversos autores sugerem novos compostos como
alternativas para o tratamento da doenga de Chagas.

Porém o fato ¢ que, até o presente momento ndo existe nenhuma substancia
que possa substituir o benznidazol como agente de escolha para o tratamento da doenca de
Chagas. Apds 102 anos de sua descoberta, esta patologia possui um arsenal terapéutico
limitado, pouco efetivo e toxico. Somado a este alarmante quadro, o fato de ndo existirem
vacinas para prevenir universalmente a transmissao desta doenca, agrava a condicdo de
milhdes de pessoas que vivem em areas de risco de transmissdo. Todas localizadas no
continente americano.

Em fungdo disto, torna-se imperativo que novos e modernos farmacos sejam
desenvolvidos, ¢ todo o esforco em pesquisa e desenvolvimento destes ¢ plenamente
justificado. Neste contexto destacam-se os compostos carbolinicos, que em trabalho anterior
de nosso grupo j& haviam demonstrado promissora atividade tripanocida e pouca toxicidade,
ambos demonstrados em experimentos in vitro. No presente trabalho, reiteramos a capacidade
antiparasitaria e baixa toxicidade desta substancia, porém desta vez em experimentos in vivo,
nos quais um composto carbolinico foi submetido a complexidade de um modelo animal, em
que propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas satisfatorias sdo exigidas. Os
resultados obtidos sugerem que o composto carbolinico teve uma boa absor¢ao, distribuicao e
metabolizacdo. Prova disto foi que os grupos tratados apenas com o carbolinico tiveram um
indice de parasitemia menor que o grupo infectado e ndo tratado, e uma sobrevida maior no
nimero de animais. Outro ponto a ser destacado ¢ a via de administragdo, ou seja, via oral. O
composto carbolinico foi absorvido pelo trato gastrointestinal, resistindo a barreiras quimicas
e bioquimicas, como o baixo pH estomacal e enzimas gastricas.

Obteve-se um resultado mais interessante ainda quando a droga teste foi
associada em baixa concentracdo com o benznidazol, também em baixa concentracdo (20
vezes menor que a concentragdo padrdo), e neste grupo os resultados foram ainda melhores
com uma sobrevida de todos os animais infectados e uma baixissima parasitemia, indicando

que estas duas substancias possuem uma capacidade sinérgica entre elas.
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Esta associagao foi classificada como sinergismo de fato apos testes in vitro
especificos para este fim (checkerboard), no qual apresentaram um indice de concentragdao
inibitdria fraccional abaixo de 1, sendo entdo confirmado o sinergismo.

Os resultados podem ser considerados animadores e indicam fortemente que
o composto carbolinico C4 ¢ um 6timo agente tripanocida, que tem potencial para ser
avaliado em testes clinicos com pacientes chagasicos. Contudo, novas pesquisas € analises
deste composto tornam-se necessarias para maior compreensdao do seu mecanismo de acao e
atividade toxica em longo prazo, bem como desenvolver novas formulagdes que contenham

este composto, ou ainda novos esquemas terapéuticos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Sabe-se que o tratamento atual da doenca de Chagas ¢ limitado e
parcialmente eficaz. Limitado porque existe apenas um medicamento de escolha no Brasil, o
benznidazol, e a pouca eficiéncia se deve basicamente aos inumeros efeitos adversos que esse
medicamento apresenta, somado a isto a variagdo na susceptibilidade das diferentes cepas de
T. cruzi, ao benznidazol, transformam a doenga de Chagas em um grande problema de satide
publica na América Latina.

Nesse contexto sdo necessarios novos agentes tripanocidas, que possuam
uma atividade eficiente sobre o parasita e baixa toxicidade ao paciente. Levando em
consideracdo os interessantes resultados obtidos na associacdo in vitro e in vivo do composto
carbolinico com benznidazol em baixas concentra¢des, pode-se afirmar que o composto
carbolinico apresenta-se como promissor agente terapéutico. A opc¢do de testar uma
substancia experimental com uma droga padrdo, em baixas concentragdes, explica-se como
uma abordagem racional, pois o benznidazol ja é um farmaco produzido em larga escala e
conhece-se bem sua farmacocinética e farmacodinamica, e uma vez associado ao composto
carbolinico teve sua agdo tripanocida potencializada e pode-se especular que, por estar em
baixa concentracdo estaria causando menos efeitos colaterais. Esta afirmacao, contudo,
necessita de estudos complementares, onde se avalie a toxicidade cronica, toxicidade aguda,
bem como o potencial genotoxico. Torna-se importante também compreender melhor o
mecanismo de acdo do composto carbolinico isolado e quando associado ao benzindazol.

Entretanto os resultados obtidos podem ser considerados animadores, €
incentivam estudos complementares in vitro e in vivo (em modelos animais), e posteriormente
avaliar a atividade destes compostos em ensaios clinicos em seres humanos, bem como

observar o efeito deste composto frente a diversidade de linhagens de 7. cruzi.
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