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FERNANDES, Bruna Terci. Atividade Antimicrobiana e Imunomoduladora de
Benzoiltioureias (RTB02 e RTB62) sobre Trypanosoma cruzi. 2019. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR,
2019.

RESUMO

A doenca de Chagas é considerada uma das principais doencas negligenciadas do
mundo todo, pois afeta principalmente populacdes em regiées com maior fragilidade
social e econbmica. Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estdo infectadas
atualmente por Trypanosoma cruzi, parasito causador da doenca. O tratamento &
limitado a apenas dois farmacos, que causam muitos efeitos colaterais e possuem
baixa eficacia, portanto, estudos que buscam novos compostos terapéuticos sao
necessarios para o desenvolvimento de farmacos realmente eficazes para o
tratamento da doenca. Derivados de tioureia tém se mostrado promissores agentes
antimicrobianos, suas atividades ja foram relatadas como antibacterianos e
antifangicos, mas ha poucos estudos como agentes antiprotozoarios. Por esse
motivo, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
duas benzoiltioureias sobre as trés formas evolutivas de T. cruzi, seu mecanismo de
acdo e avaliacdo da citotoxicidade em células mamiferas, além da determinacao e
quantificacdo de Oxido Nitrico, Espécies Reativas de Oxigénio e avaliacdo na
expressdo de genes envolvidos na imunomodulagdo. Os ensaios mostraram que as
duas substancias inibiram o crescimento das formas flageladas e a proliferacdo das
formas intracelulares de T. cruzi. Ambas induziram a producdo de EROs,
peroxidacao lipidica e alteragdo no potencial de membrana que possivelmente levou
a morte celular do parasito. Nado ocorreu aumento no numero de corpos lipidicos
para RTB02, no entanto, quando epimastigotas foram tratados com RTB62 ocorreu
declinio na producéo. O efeito tripanocida néo resultou da producdo de EROs e NO
por células aderentes do exsudato peritoneal e sim pela acdo direta no parasito.

Palavras-Chave: doenca de chagas; benzoiltioureia;  antimicrobiano;
imunomodulagao.



FERNANDES, Bruna Terci. Antimicrobial and Immunomodulatory Activity of
Benzoylthioureas (RTB02 and RTB62) in Trypanosoma cruzi. 2019. Dissertation
(Master ’s Degree in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina-
PR, 20109.

ABSTRACT

Chagas disease is considered to be one of the most important neglected diseases in
the world, as it affects mainly populations in regions with greater social and economic
fragility. It is estimated that 6 to 7 million people are currently infected with
Trypanosoma cruzi, the parasite that causes the disease. The treatment is limited to
only two drugs, which cause many side effects and have low efficacy, therefore,
studies that look for new therapeutic compounds are necessary for the development
of really effective drugs for the treatment of the disease. Thiourea derivatives have
been shown to be promising antimicrobial agents, their activities have already been
reported as antibacterial and antifungal, but there are few studies as antiprotozoal
agents. For this reason, the present study aimed to evaluate the antimicrobial activity
of two benzoyl thioureas on the three evolutionary forms of T. cruzi, its mechanism of
action and evaluation of cytotoxicity in mammalian cells, besides the determination
and quantification of Nitric Oxide, Reactive Species of Oxygen and evaluation in the
expression of genes involved in immunomodulation. The assays showed that the two
substances inhibited the growth of flagellated forms and the proliferation of the
intracellular forms of T. cruzi. Both induced the production of EROs, lipid peroxidation
and alteration in the membrane potential that possibly led to the parasite's cell death.
There was no increase in the number of lipid bodies for RTB02, however, when
epimastigotes were treated with RTB62 production declined. The trypanocidal effect
did not result from the production of ROS and NO by adherent cells of peritoneal
exudate, but by direct action on the parasite.

Key words: chagas disease; benzoylthioureas; antimicrobial; immunomodulation.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Doenca de Chagas

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, as doengas tropicais
negligenciadas consistem em um grupo de 17 doencgas infecciosas ou parasitarias que
sdo endémicas em paises tropicais e subtropicais. Essas doencas, afetam mais de 1
bilhdo de pessoas no mundo todo, principalmente, mas nao exclusivamente,
populacdes desfavorecidas, que moram em areas rurais ou urbanas com péssimas
condi¢des sanitarias e moradias precarias, que favorecem o frequente contato com
vetores transmissores de doencas (WHO, 2017). Dentro desse grupo se enquadra a
doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana, considerada uma das principais
doencas negligenciadas no mundo todo.

Acredita-se que a doenca de Chagas tenha surgido ha milhées de anos atras
como uma infeccdo exclusiva de animais silvestres e s6 comecgou a ser transmitida
aos seres humanos por volta de 9.000 anos, quando se iniciaram as primeiras
invasdes do homem nos ambientes selvagens, segundo evidéncias de infecgcao
humana encontradas em mumias na América do Sul (AUFDERHEIDE et al., 2004).
Contudo, a doenca estabeleceu-se como uma zoonose somente nos ultimos 200 a
300 anos, devido ao desmatamento de areas florestais para atividades agricolas e
pecuéarias, que resultaram na adaptacdo dos animais selvagens e vetores
transmissores a ambientes domésticos (COURA; DIAS, 2009).

O agente causador da doenga, o vetor e as manifestacdes clinicas foram
descobertas apenas em 1909, pelo médico brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas na cidade de Minas Gerais (STEVERDING, 2014). Atualmente cerca de 8
milhdes de pessoas estdo infectadas por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) protozodrio
causador da doenga, principalmente populagfes residentes da América Latina, em
que 21 paises sdo endémicos para a doenga de Chagas (WHO, 2018).

Os paises que possuem as maiores taxas de pessoas infectadas sdo: a
Argentina com 1.505.235, Brasil (1.156.821), México (876.458) e Bolivia (607.186),
sendo esse Ultimo, o pais com a maior prevaléncia de infectados, com 6,1% casos a
cada 100 habitantes, seguido da Argentina com 3,6%, Paraguai 2,1%, Equador 1,4%
e Guatemala com 1,2% (WHO, 2015).
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No Brasil, de 2,9 a 7,2 milhdes de pessoas estdo infectadas por T. cruzi,
causando um total de 6.000 mortes por ano em decorréncia da doenca (MARTINS-
MELO et al., 2014).

Nos ultimos 25 anos, houve uma reducéo nos casos de transmissao da doenca
de Chagas por via vetorial, principalmente infeccdes causadas por Triatoma infestans,
devido a eficientes politicas publicas de saude no controle de populagbes de
triatomineos na América Latina e no Brasil, melhores condicbes habitacionais e
avancos tecnologicos no monitoramento pelas vigilancias epidemiolédgicas. Os casos
de infeccéo vetorial, que ainda sé@o notificados, sdo restritos a areas com condi¢cfes
precérias e habitacdes ainda inadequadas (COURA; JUNQUEIRA, 2015; BARBOSA,
2006). No entanto, as infeccdes orais persistem, principalmente na regido Amazoénica.
De acordo com dados do Ministério da Saude, de 2007 a 2017 foram registradas 2.329
notificagdes de casos confirmados de doenca de Chagas aguda no Brasil. A regiao
norte obteve 95% dos casos confirmados, nordeste 2,85%, sul (0,17%) centro-oeste
(1,36%) e sudeste (0,29%) (BRASIL, 2018).

Nas ultimas décadas, a doenca tem se espalhado para areas ndo endémicas,
devido a maior facilidade de migracdo de individuos infectados assintomaticos de
paises da América Latina para os Estados Unidos, Australia, Canada e Espanha.
Estima-se que nos Estados Unidos 300 mil pessoas encontram-se infectadas por T.
cruzi, sendo a maioria imigrantes de paises endémicos (BERN; MONTGOMERY,
2009), enquanto que na Espanha séo cerca de 6.000, no Canada 1.200 e na Australia
1.000. Agravado a migracao de individuos infectados, os critérios de selecdo para
doacbes de sangue nesses paises sdo pouco eficientes, contribuindo assim para a
disseminacgéo da doenca (SCHMUNIS, 2007).

1.2 Transmissao

Existem diferentes formas de transmissédo da doenca, sendo a via vetorial a
mais classica, porém nao a mais predominante atualmente. Nessa via de transmissao,
0 inseto vetor responsavel pela infeccdo pertence a ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae e sao popularmente conhecidos como “barbeiro”.
Existe cerca de 140 espécies de triatomineos conhecidas, mas nem todas apresentam

importancia epidemiolégica, as principais espécies transmissoras sao: Triatoma
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infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus
(COSTA; PETERSON, 2012).

O protozoario hemoflagelado T. cruzi, pertence a Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae e Género Trypanosoma, é parasito obrigatério, uniflagelado e
heteroxénico, disp6em de diferentes estagios morfolégicos ao longo do seu ciclo de
vida e capacidade de parasitar hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados
(triatomineos) (BERMUDEZ et al., 2015; CAMARA et al., 2016). No ambiente
selvagem, mais de 100 espécies de mamiferos estdo sujeitas a infeccdo, como,
morcegos, tatus, marsupiais, coelhos, roedores e primatas, enquanto que, no
ambiente doméstico, os principais alvos sdo os mamiferos residentes de habitacfes
humanas, como, cachorros, gatos, roedores domésticos e seres humanos (COURA,
2015).

Recentemente a transmissédo por via oral vem ganhando destaque. Ocorre
através da ingestdo de bebidas e alimentos contaminados com as formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi. Essa contaminacdo ocorre por meio da
defecacdo dos triatomineos infectados por T. cruzi, ou do proprio inseto triturado
durante o preparo do alimento ou bebida. Quando consumidos, 0s parasitos atingem
o trato gastrointestinal, rompem a mucosa gastrica por meio de moléculas de
superficie, como a glicoproteina gp82, que sao resistentes ao processo de proteodlise
do suco gastrico e se ligam as mucinas gastricas atingindo e infectando as células
epiteliais (BARBOSA, 2006; YOSHIDA, 2008). No ambiente silvestre, esse tipo de
transmissao € o mais frequente entre os animais (DIAS et al., 2008; DARIO et al.,
2016).

No Brasil, alimentos como cana-de-agUcar e acai sSdo 0s principais
responsaveis pelos surtos regionais; ja na Venezuela e Colédmbia sdo os sucos de
frutas regionais como, laranja, tangerina e goiaba (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO,
2012). Entre 1995 a 2005, nos estados do Amapa, Maranh&o e Para, dos 233 casos
confirmados para a doenca de Chagas, 78% foram causados por transmisséo via oral
(DIAS, 2006). No periodo de 2005 a 2013 foram contabilizados 112 surtos da doenga
em 35 municipios da regido Amazonica, sendo, 85 casos registrados no estado do
Para, 14 no Amapa, 5 no Amazonas, 2 em Tocantins e 2 casos na Bahia, todos
causados por ingestdo de acai, caldo de cana e palmito de Babacu in natura
contaminados por T. cruzi (BRASIL, 2015).
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A transmiss&o sanguinea por via transfusional era uma das principais vias de
disseminacdo da doenca em paises endémicos na década de 80 e 90. Entretanto,
devido a exigéncia de triagem clinica e soroldgica para doacdo de sangue, menor
namero de pacientes chagasicos nos bancos de sangue, e a menor faixa etaria de
doadores, houve uma reducgéo na disseminacéo da doenca por essa via. Atualmente,
novos casos de transmissao sanguinea da doenca de Chagas séao raros, mas quando
ocorrem, devem-se a falhas na identificacdo da doenca pelos hemocentros e bancos
de sangue, e/ou baixa sensibilidade dos exames soroldgicos (MORAES-SOUZA,
FERREIRA-SILVA, 2011).

Outras vias como transmissfes congénitas, transplante de érgaos, acidentes de
laboratorio e pelo leite materno podem ocorrer, mas sao raros qguando comparados a
outras vias de transmissédo (CARLIER et al., 2011; RASSI; REZENDE, 2012).

Em paises ndo endémicos, ocorrem infec¢des por vias nao vetoriais, como,
transmissdes sanguineas, congénitas e doacbes de 6rgdos. A doenca de Chagas
nesses paises é pouco compreendida, tornando-se um problema de saude publica
por passarem despercebidos pelos médicos e técnicos de saude. Por esse motivo, é
necessario o desenvolvimento de eficientes programas de conscientiza¢do sobre a
doenca e melhores servicos de triagens sorolégicas e clinicas nos bancos de sangue
nesses paises (GASCON et al., 2010).

1.3 Ciclo de Vida e Biologia do parasito

T. cruzi possui trés diferentes formas evolutivas: epimastigota, tripomastigota e
amastigota. As formas epimastigotas sao flageladas, extracelulares, replicativas e néo
infectantes, presentes no intestino médio do inseto vetor. Quando alcancam a por¢ao
final do intestino do vetor, se diferenciam para as formas tripomastigotas metaciclicas
gue sdo as formas infectantes néo replicativa do parasito. Os tripomastigotas
metaciclicos sdo eliminados nas fezes e urina do barbeiro no momento do repasto
sanguineo, e o hospedeiro vertebrado se infecta por meio de lesées na pele ou
diretamente nas mucosas.

No hospedeiro, as formas tripomastigotas invadem tecidos e diferentes tipos
de células da derme ou mucosas, e no citoplasma se diferenciam em amastigotas.
Essa forma evolutiva possui um flagelo curto interiorizado, multiplicam-se

intracelularmente por divisdo binaria, e apds 5 dias diferenciam-se novamente em
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tripomastigotas, sendo liberadas ap6s causarem a ruptura das células hospedeiras,
infectando as células adjacentes (BARRIAS; DE CARVALHO; DE SOUZA, 2013).
Apoés varios ciclos de infeccdo, replicacdo e ruptura das células, as formas
tripomastigotas atingem a corrente sanguinea podendo alcancar outros tecidos e
orgdos, ou ainda, serem ingeridos pelo inseto vetor no momento da hematofagia. No
hospedeiro invertebrado, as formas tripomastigotas atingem o intestino,
diferenciando-se em epimastigota, completando assim o seu ciclo de vida (TYLER;
ENGMAN, 2001).

As trés formas evolutivas de T. cruzi possuem algumas caracteristicas
distintas com relagcéo a morfologia do parasito, disposi¢céao do flagelo, organizacao do
nacleo e formato e posicdo do cinetoplasto em relacdo ao ndcleo. As formas
epimastigotas sédo alongadas, possuem nucleo esférico e o flagelo emerge da bolsa
flagelar que localiza-se na porcdo anterior do corpo celular que esta préximo ao
cinetoplasto em formato de bastdo. Tripomastigotas possuem formato alongado e
levemente achatado. O flagelo emerge lateralmente e se adere por todo o corpo, mas
se torna livre para movimentacdo na extremidade posterior. Possui cinetoplasto
arredondado que se localiza posteriormente ao ndcleo central achatado. As formas
amastigotas séo arredondadas, possuem um flagelo curto interiorizado, um nucleo
central grande e redondo; e cinetoplasto com formato de bastdo, localizado entre o
nacleo e flagelo (DE SOUZA, 2002; TEIXEIRA et al., 2012).

Apesar das formas possuirem individualidades morfologicas, existem algumas
caracteristicas similares e peculiares presentes em T. cruzi, assim como, em todos 0s
membros da familia Trypanosomatidae. Dispdem de uma unica mitocondria que se
estende por todo o parasito, podendo ocupar até 12% do volume total da célula (DE
SOUZA, 2002).

As mitocondrias produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) em sua
cadeia respiratoria durante o processo de respiracdo celular. O estresse oxidativo
gerado por essa producdo causa danos as células e nas enzimas mitocondriais,
podendo causar mutacdes no DNA mitocondrial e danos nas bicamadas lipidicas.
Para evitar a deterioragdo celular, a prépria célula de T. cruzi possui sistemas
antioxidantes formados por enzimas, como a enzima superoxido dismutase (SOD) e
moléculas que promovem a desintoxicagdo e eliminacdo desses radicais. No entanto,
guando ocorre um intenso estresse oxidativo, ha um desequilibrio entre as espécies

oxidantes e redutoras, provocando a oxidacdo de macromoléculas como DNA, lipidios
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e proteinas podendo causar a morte do parasito (JO et al., 2001; DE SOUZA, 2008,
KIRKINEZOS; MORAES, 2001).

T cruzi apresenta também glicossomos, que S&o responsaveis por armazenar
enzimas da via glicolitica, acidocalcissomas, que armazenam ions, como, sédio,
calcio, fosforo, magnésio, entre outros. Ja 0s reservossomos armazenam lipideos,
proteinas e algumas proteases que participam da interacdo de T. cruzi a célula
hospedeira, além de atuarem na nutricdo e diferenciacdo dos parasitos. Outras
caracteristicas marcantes desses tripanosomatideos, sédo a presenca de um vacuolo
contratii com funcdo de osmoregulacdo e de uma invaginagcdo da membrana
plasmatica, chamada bolsa flagelar, de onde emerge o flagelo, além de atuar como
sitio de endocitose e exocitose (MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014; DE SOUZA,
2009).

1.4 Manifestacdes Clinicas

A doenca de Chagas possui fase aguda e fase crénica de infeccdo. A fase
aguda representa a infeccéo e disseminacao de T. cruzi no hospedeiro vertebrado nos
primeiros 8 dias ap6s o contagio, com duragdo de quatro a oito semanas. Nessa fase
verifica-se alta parasitemia, podendo o paciente apresentar febre de 38°C a 40°C, mal-
estar, cefaleia, vdmito, diarreia, anorexia e linfadenopatia. Na maioria dos casos,
esses sintomas passam despercebidos por serem leves, inespecificos e facilmente
confundidos com doencas virais e em casos de transmissdo congénita essa fase é
assintomatica dificultando ainda mais o diagnéstico (STEVERDING, 2014).

Durante a fase aguda, caso o paciente ndo seja tratado, instaura-se a fase
cronica da doenca, caracterizada por baixa parasitemia e na maioria dos casos 0s
pacientes permanecem assintomaticos, representando a forma clinica indeterminada
da doencga. Cerca de 70% dos pacientes na fase cronica indeterminada continuardo
assintomaticos por toda a vida, enquanto os 30% restantes, no decorrer de 20 a 30
anos, poderdo desenvolver a fase cronica sintomatica. Essa diferenca na
sintomatologia depende do estado imunologico do individuo infectado e a viruléncia
da cepa de T. cruzi (SALVADOR et al., 2014; LEWIS; KELLY, 2016).

Pacientes portadores da doenga cronica sintomética podem desenvolver
distarbios cardiacos, inflamatérios e fibrosantes, dentre eles, cardiomiopatia,

insuficiéncia cardiaca, hipertrofia do coracéo, alteracdes vasculares com progressiva
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destruicdo do miocérdio podendo muitas vezes levar o paciente a 6bito por morte
subita ou insuficiéncia cardiaca. Distarbios gastrointestinais afetam de 10 a 21% dos
pacientes chagasicos cronicos, sendo mais frequentes na América do Sul e causam
problemas como megaeso6fago, desordens de motilidade, refluxo esofagico e
megacélon (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2017).

1.5 Patogénese e Resposta Imune do Hospedeiro

Todas as células nucleadas do hospedeiro vertebrado sdo susceptiveis a
invasao por T. cruzi. Para isso, o parasito utiliza mecanismos de adeséo presentes na
superficie celular para se ancorarem na membrana celular do hospedeiro.
Glicoproteinas, como, gp82 presente em tripomastigotas metaciclicos, transialidases
em tripomastigotas sanguineos e mucinas encontradas em ambas as formas, sdo
algumas das moléculas que atuam no processo de adesédo entre célula hospedeira e
parasito para realizarem a invaséao celular (BARRIAS; DE CARVALHO; DE SOUZA,
2013).

Na fase aguda a imunidade inata é ativada por meio do reconhecimento dos
PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos), como glicoproteinas de
adesdo e outras moléculas presentes na superficie celular do protozoario, por
receptores do tipo Toll (TLRs) presentes em células NK, macrofagos e células
dendriticas. Com o reconhecimento, h4 uma intensa producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas que resultam na migracdo de fagocitos para o local
infectado afim de controlar e eliminar o patdgeno. No entanto, a reacéo inflamatéria
causada pode levar a dano e disfungdo organica no tecido do hospedeiro
(JUNQUEIRA et al., 2010).

Com a entrada dos parasitos nas células, ocorre uma fusdo da membrana
plasméatica com os lisossomos, formando-se um vacuolo parasitéforo extremamente
acido e importante para o processo de diferenciacdo das formas tripomastigotas em
amastigotas, além de promover a ativacao e secrecéo da proteina Tc-Tox responsavel
pelo rompimento do vacuolo para a evasdo do parasito no citoplasma da célula
(ANDREWS et al., 1990; BERN, 2015).

A infeccao por T. cruzi desencadeia diferentes reac6es imunoldgicas e intensa
resposta inflamatoria no hospedeiro vertebrado. Inicialmente o sistema imune inato

reconhece e controla a invasédo e multiplicacdo dos parasitos nas células, mediante
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células Natural Killer (NK), células dendriticas e macréfagos. Além disso, atuam em
conjunto, células e moléculas da imunidade adquirida, linfécitos TCD4+ e TCD8+,
linfécitos B, citocinas, como, Interferon gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a), todos essenciais para a regulagao e efetivacdo da resposta imune (GEIGER
et al., 2016; POVEDA et al., 2014).

Estudos realizados em modelos murinos, demonstraram que para uma
resposta imune eficiente no controle de T. cruzi durante a fase aguda, € necessaria
uma resposta do tipo Tul com producédo de citocinas pro-inflamatérias, como: IFN-y,
TNF-a, Interleucinas (IL-12), e producao de 6xido nitrico (NO) por macrofagos, para o
controle do crescimento e morte dos parasitos intracelulares. As citocinas IFN-y e IL-
12 também sao responsaveis pela ativacao e diferenciacao de linfécitos T em efetores
(TCD4+) e citotoxicos (TCD8+) que desempenham a funcéo de ativacéo de linfécitos
B para secrec¢ao de anticorpos para auxiliarem no controle das formas tripomastigotas
extracelulares (PESTKA; KRAUSE; WALTER, 2004; PISSETTI et al., 2011). Contudo,
guando ocorre a producdo de citocinas do tipo Tw2 (IL-4, IL-10) e Fator de
Transformacdo do Crescimento Beta (TGF-B) verifica-se uma inibicdo na atividade
dos macrofagos com multiplicacdo exacerbada dos parasitos (SANTOS, 2016).

Devido as citocinas desempenharem papel primordial nas respostas imunes
celulares e humorais, é essencial um equilibrio entre citocinas inflamatérias e anti-
inflamatdérias moduladoras, de forma a diminuir o nUmero de parasitos, sem causar
grandes danos teciduais. Pacientes chagasicos que desenvolvem a fase cronica
assintomatica apresentam um equilibrio entre o crescimento e eliminacdo dos
parasitos devido a alta produc&o de citocinas regulatérias, como IL-10 (DE ARAUJO
et al.,, 2012). Atuam também as citocinas IL-4 e TGF-B como agentes anti-
inflamatorios, pois inibem a producdo de NO (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014).

A predominancia do processo inflamatorio influencia na progressao da doenca
para a fase cronica sintomatica. Estudos tém mostrado que a permanéncia da
infeccdo e a resposta imune inflamatéria do hospedeiro tem grande influéncia no
desenvolvimento de cardiomiopatias, comprometimento digestorio e danos teciduais
nos orgaos acometidos pela infeccdo (MACHADO et al., 2012). Essas lesdes sao
desencadeadas por infiltrados de células mononucleares, aumento da secrecao de
citocinas e guimiocinas proé-inflamatorias, principalmente TGF-a e IFN-y nos tecidos e
secrecOes de enzimas proteoliticas pelos parasitos (FERREIRA et al., 2014; MARIN-
NETO et al., 2007).
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O o6xido nitrico € um radical livre reativo que possui importante papel citotoxico
nas respostas imunoldgicas, sendo a principal molécula responsavel pela eliminagcédo
do parasito intracelular. E produzido principalmente por macréfagos, mas também por
outros tipos de células do sistema imunologico, além de estarem envolvidos em outros
processos bioldgicos e fisioldgicos no hospedeiro vertebrado. Sua producéo ocorre
pela oxidag&do de nitrogénios da L-arginina convertida em L-citrulina pela acdo de
enzimas oxido nitrico sintase (NOS). Ha trés diferentes isoformas de NOS, devido a
suas propriedades funcionais, organizacdo nos tecidos e peso molecular, sdo elas:
Oxido Nitrico sintase induzivel (iNOS), 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) e 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) (GUTIERREZ et al., 2009; DUSSE; VIEIRA,
CARVALHO, 2003).

Além do NO, espécies reativas de oxigénio (EROs) também sdo substancias
produzidas por células do sistema imune com acgéo antimicrobiana e de importancia
relevante no controle da infec¢cdo por T. cruzi. EROs sdo um grupo de moléculas
denominadas, anion superoéxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H202) e anion hidroxila
(HO) todas produzidas pelo metabolismo normal da célula. Porém, na presenca de
uma infec¢do, ocorre aumento em sua producdo gerando desequilibrio no balanco
antioxidante-oxidante. Essa incapacidade de neutralizacdo desencadeia um estresse
oxidativo intracelular, podendo causar danos citotoxicos aos componentes celulares
do hospedeiro ou danificar tecidos adjacentes (GUPTA et al., 2009; HALLIWELL,
2007).

1.6 Diagnostico

O diagndstico na fase aguda pode ser realizado por métodos parasitoldégicos
diretos, como a visualizacdo microscopica de formas tripomastigotas em esfregacos
sanguineos ou outros fluidos corporais, como o liquido cefalorraquidiano corados com
Giemsa (sensibilidade de 34-85%). Pode ser realizada também a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) do sangue periférico, uma vez que apresenta uma maior
sensibilidade comparada a microscopia (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2017).

Na fase crbnica, em razao da baixa parasitemia, os diagndésticos séo realizados
por técnicas imunoldgicas, para deteccao de anticorpos e antigenos relacionados ao
parasito no soro do paciente. Testes de hemaglutinacdo indireta, ensaio de

imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e imunofluorescéncia indireta séo os testes que
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apresentam maior sensibilidade e especificidade. Como ndo h&4 uma Unica técnica
padrdo para o diagnéstico da doenca de Chagas, sado necessérios, simultaneamente,
0 uso de no minimo dois testes soroldgicos com principios metodolégicos diferentes,
para definicdo do resultado final. Técnicas de PCR para deteccdo do DNA do parasito
em amostras sanguineas podem ser Uteis quando os resultados sorolégicos se
mantém inconclusivos, no entanto, podem apresentar sensibilidade variaveis, 50% a
90% dependendo da fase de infeccdo, diversidade genética do parasito e volume
sanguineo (COSTA et al., 2013; MEIS; CASTRO, 2017).

No caso da fase cronica cardiaca, o diagnéstico deve ser realizado por
eletrocardiogramas, ultrassonografias cardiacas e ressonancia magnética cardiaca,
ja quando acomete o trato gastrointestinal é realizado uma radiografia de contraste do
esbfago, endoscopia superior ou manometria esofagica (ANTINORI et al., 2017;
RASSI; MARIN-NETO; RASSI, 2017).

1.7 Tratamento

O tratamento para a doenca de Chagas se restringe a apenas dois farmacos,
Benzonidazol e Nifurtimox, mas somente o BZ é comercializado no Brasil. S&o
administrados por via oral e eficientes somente na fase aguda da doenca,
apresentando muitos efeitos colaterais aos pacientes.

O benzonidazol (N-benzil-2-nitroimidazol acetamida) foi desenvolvido em 1966
sendo o primeiro medicamento utilizado no tratamento da doenca de Chagas, que é
atualmente o mais utilizado devido a sua melhor eficacia. O tratamento tem duragéo
de 60 dias e apresenta uma porcentagem de cura de apenas 76% em pacientes
chagasicos agudos. Na fase cronica, o tratamento com esse medicamento apresenta
melhor eficiéncia em criangas menores de 13 anos (60 a 93%), e uma baixa eficiéncia
em adultos (2 a 40%). Causa muitos efeitos adversos, de 29 a 50% dos pacientes
apresentam erupc¢des cutaneas por hipersensibilidade, 40% disturbios do sono, 5-15%
intolerancia digestiva, entre outras manifestagdes, como cefaléia, dores musculares e
anorexia (CANCADO, 1999; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2017), por esse motivo, cerca
de 12 a 13% dos pacientes em terapia com benzonidazol interrompem o tratamento
(SALES JUNIOR et al., 2017).

O mecanismo de acdo do benzonidazol ocorre por meio da reducédo do seu

grupo nitro NO2 a grupo amino, pela enzima nitroredutase tipo I. Desse processo de
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reducdo, sdo formados espécies reativas e moléculas citotdxicas que atuam na
ligacdo e modificacdo covalente de macromoléculas do protozodrio como o DNA
nuclear e mitocondrial, lipideos e proteinas (GASPAR et al., 2015).

O Nifurtimox [3-metil-4-(5-nitrofurfurilidenoamino) tetra-hidro-4H-tiazina-1,1-
dioxido], comercializado desde 1970, também é utilizado no tratamento da doenca de
Chagas. No entanto, apresenta muitos efeitos colaterais, mesmo em baixas doses,
como: perda de peso, nauseas, vomitos, disturbios neuroldgicos, febre e erupcbes
cutaneas (DIAS et al., 2016). Em pacientes na fase aguda, com tempo de infeccao
recente e criancgas, a taxa de cura do nifurtimox pode chegar a 88%-100%, j& na fase
cronica assintomatica a cura pode chegar a 85,7%. Para adultos a eficiéncia no
tratamento é de apenas 7 a 8% (SALES JUNIOR et al., 2017).

O Nifurtimox também atua no mecanismo de reducéo do seu grupo nitro, que
é reduzido a um radical anion, seguido de auto-oxidacao com producdo de radicais
anion superoéxidos e outros metabdlitos de oxigénio, como o peréxido de hidrogénio e
radical hidroxila, que apresentam grande potencial citotdxico ao parasito (SOBRINHO
et al., 2007).

Ambos os medicamentos ndo eliminam os parasitos, apenas diminuem a carga
parasitaria, e sdo indicados a todos os pacientes, até em casos de reativacdo da
infeccdo ou co-infecgdo por HIV, por serem o0s Unicos medicamentos
comprovadamente eficazes contra T. cruzi (SARTORI et al., 2002).

Desde o ano de 1970 nado € disponibilizado nenhum outro farmaco para o
tratamento da doenca de Chagas, e ndo existem vacinas eficientes até 0 momento
(PINHEIRO et al., 2017). As despesas sao altas com os tratamentos e prevencdes da
doenca para os servigos de saude de paises endémicos. No Brasil, o custo anual com
assisténcia médica encontra-se na faixa de 49 a 253 milhdes de délares (LEE et al.,
2013). Na Colémbia, estima-se que sdo gastos 267 milhdes de ddlares por ano com
tratamentos meédicos e controle vetorial (CASTILLO-RIQUELME et al., 2008). E os
custos mundiais chegam a 7 bilhdes de dolares ao ano (SANTOS, 2016).

No decorrer dos anos e no progresso dos estudos houve um avango no
conhecimento da biologia de T. cruzi e em suas caracteristicas genéticas, bioldgicas
e metabdlicas, aléem de seus mecanismos de invaséo celular e evaséo do sistema
imune. Esses conhecimentos sobre o parasito, a ineficiéncia nas quimioterapias atuais
para o tratamento da doenca de Chagas e o desinteresse das industrias farmacéuticas

na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos potencialmente eficazes,
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favorecem a busca de novas moléculas e substancias que possuam a capacidade de
modificar estruturas, organelas e membranas celulares atuando na inibigcdo da sintese
de moléculas importantes para a sobrevida do parasito, podendo assim, tornarem-se

substancias quimicas promissoras para o tratamento da doenca de Chagas.

1.8 Tioureia e seus Derivados

Diversas pesquisas tém demonstrado que a insercao e substituicdo de &tomos
em moléculas quimicas apresentam-se como uma solugdo promissora para o
desenvolvimento de novos compostos sintéticos com atividades biologicas. Essas
modificagcdes nos atomos de um determinado farmaco possibilitam alteracdes nas
suas caracteristicas fisico-quimicas, farmacodindmicas e nas suas propriedades
farmacocinéticas (FAIDALLAH; KHAN; ASIRI, 2011). Por exemplo, a introducdo de
atomos de cloro e fllor sdo capazes de aumentar a lipofilicidade e melhorar o
transporte e as taxas de absorc¢ao in vivo de um composto quimico (BIELENICA et al.,
2016).

Tioureia € um composto formado por atomos de carbono, enxofre, nitrogénio e
hidrogénio (CH4N2S) semelhante a ureia, com exce¢éo a presen¢a de um atomo de
enxofre no local do atomo de oxigénio (Figura 1). Devido a sua versatilidade quimica,
as tioureias fazem parte de um importante grupo de substancias com aplicacdo em
diversas areas da quimica, podendo serem utilizadas como organocatalisadores
(CONNON, 2006), na fabricacéo de nanoparticulas de sulfeto de cAdmio semicondutor
(MISHRA; BATRA, 2013), além de serem utilizadas em industrias de corantes,
borrachas e em industrias farmacéuticas na produgdo de medicamentos
(MERTSCHENK; KNOTT; BAUER, 2013).
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Figura 1. Estrutura quimica da tioureia (SAEED et al., 2013).

Tioureia e seus derivados sdo facilmente obtidos, existindo diversas técnicas
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para sua sintese. Os métodos mais utilizados envolvem a reacao de aminas primarias,
em meio aquoso, com dissulfetos de carbono, utilizando acetato de mercurio, e
também, a condensacdo de aminas primarias e secundarias com isotiocianato e
tiofosgeno (MADDANI; PRABHU, 2010).

Diversos pesquisadores ja sintetizaram e caracterizaram diferentes derivacdes
de tioureia por meio de alteracbes dos atomos, e demonstraram suas atividades
antimicrobianas sobre diferentes microrganismos (SANNA et al., 2018;
DRZEWIECKA-ANTONIK et al., 2017).

Keche e colaboradores (2012) demonstraram que a substituicdo de atomos e
moléculas em posic¢des especificas podem afetar positivamente a atividade bioldgica
de um composto. Assim, sintetizaram o derivado 1-acetil-3,5-diaril-4,5-di-hidro (1H) -
pirazol contendo uréia, tioureia e sulfonamida e submeteram esse composto a
substituicdo de radicais por Fluor (F), trifluorometil (CF3) ou trifluorometoxi (OCF3) na
posicao orto e cloro (Cl) na posicdo para no anel benzeno da ureia ou na posi¢ao
terminal da tioureia. Verificaram que essas alteracdes no derivado aumentaram a
atividade antimicrobiana sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas e
melhoraram as atividades anti-inflamatérias.

Um complexo estavel formado por moléculas de tioureia, quitosana e prata foi
preparado por Chen e colaboradores (2005) e testado em Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Aspergillus flavus, Mucor bacilliformis e
Paecilomyces variotii. Foi observado que o complexo apresentou atividade contra
todas as espécies testadas. No entanto, a atividade antibacteriana foi mais eficiente
guando comparado a acao antifungica. Eweis et al. (2006) também demonstraram a
atividade do complexo quitosana e tioureia sobre o crescimento in vitro de fungos
patogénicos de plantagcfes de beterrabas e observaram que os derivados de tioureia
foram capazes de inibir o crescimento dos fungos na concentragao de 5 a 1000 pg/ml,
e que a juncdo das duas moléculas mostrou-se 60 vezes mais eficiente que a
guitosana pura.

Em relacdo aos protozoarios, lbrahim et al. (2014) sintetizaram quatro
derivados de carbonil tioureia e testaram sobre duas espécies de Acanthamoeba,
causadores da queratite e encefalite amebiana granulomatosa. Os resultados
indicaram que todos os derivados testados foram ativos contra as duas espécies, com
ICs0 de 2,39 a 3,74 pg/mL, com efeitos citotdxicos apenas ao patdgeno.
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A cloroquina, € um farmaco utilizado no tratamento da maléria, mas, nos ultimos
anos foram selecionadas cepas resistentes de Plasmodium falciparum, sendo assim,
Sunduru et al. (2009) sintetizaram novos compostos derivados a partir da cloroquina.
Foram incorporados na cadeia 1,4- diaminoalquila moléculas de tioureia,
tiazolidinediona e acido tiocarbanico. Os derivados formados pela combinacao
tioureia-cloroquina obtiveram bons resultados de inibicdo sobre cepas sensiveis e
resistentes de P. falciparum, com ICso de 6,07 a 42,02 yg/mL e n&o apresentaram
citotoxicidade contra células VERO. O tratamento sobre cepas resistentes de
Plasmodium yoelii em modelos de infeccéo in vivo, também se mostrou mais ativa
comparado ao medicamento padrao, com 99,27% de inibicdo ap6s 4 dias de
tratamento.

Jin et al. (2009) utilizando macréfagos estimulados por lipopolissacarideos
(LPS) observaram que a fenilisotioureia, na concentracéo de 50 uM, foi capaz de inibir
96% da producéo de NO comparado ao grupo controle. O derivado atuou na inibigéo
da fosforilacdo do NF-KB, impedindo a expressdo de iINOS e consequentemente
inibindo a producdo de NO, demonstrando que derivados de tioureia apresentam
grande potencial também para o desenvolvimento de compostos terapéuticos para
doencas associadas a excessiva producao de NO.

Quanto as atividades anti-tripanosomatidios dos derivados de tioureia,
pesquisas realizadas em Trypanosoma brucei, causador da Tripanosomiase Africana
(Doenca do Sono), relataram a descoberta do derivado N-(4-sulfamoilfenil) tioureia
como uma nova classe de inibidores da Leucil-tRNA sintetase do parasito. A enzima
Leucil-tRNA sintetase € um tipo de aminoacil que auxilia no processo de ligacdo dos
aminodacidos codificados pelo codigo genético ao seu RNA transportador (tRNA). Além
de atuar na hidrolise dos tRNA que se ligam a aminoacidos incorretos. No estudo,
quando os protozoarios foram submetidos ao tratamento com N-(4-sulfamoilfenil)
tioureia ocorreu a inibicdo da enzima Leucil-tRNA; consequentemente houve a
interrupcéo da sintese proteica e a morte dos parasitos tratados (ZHANG et al., 2013).

Du et al. (2000), sintetizaram e testaram diferentes compostos de tioureia sobre
as enzimas cisteinas proteases de Trypanosoma cruzi (cruzipaina) e Trypanosoma
brucei (rodesaina). Essas enzimas sdo essenciais para crescimento, diferenciacdo e
sobrevivéncia dos parasitos no hospedeiro vertebrado e tém como fungcdo a
degradacdo de protéinas e acredita-se que estejam relacionadas com a evasao do

parasito ao sistema imune. Sendo assim, os resultados do estudo mostraram que dois
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dos compostos testados que possuiam moléculas de ureia e tioureia apresentaram
atividades de inibicdo contra as duas cisteinas proteases in vitro e inibicdo in vivo
sobre T. cruzi.

Derivados de tioureia também foram testados quanto a suas atividades
leishmanicidas sobre a espécie Leishmania amazonensis. Uma série de 26 derivados
de tioureias N,N'-dissubstituidas foram sintetizados por dois diferentes métodos de
reacdo e analisados seus efeitos sobre o parasito e os potenciais citotéxicos em
células mamiferas. Os resultados mostraram que nove derivados apresentaram
atividade inibitéria sobre as formas promastigotas, com valores de ICso menores de
200 pM e baixa citotoxicidade (>200 pM). Quando testadas sobre as formas
intracelulares, cinco dos derivados apresentaram inibicdo, com ICso variando de 70 a
150 uM (VIANA et al., 2017).

Outra classe de derivados de tioureia que tém apresentado eficientes
atividades biologicas e bons efeitos antimicrobianos séo as benzoiltioureias. O nome
deve-se a presenca do composto aromatico acido benzoico na formulagdo quimica
desse composto derivado (SAEED et al., 2014). Essas moléculas jA demonstraram
acdo antimicrobiana e inibicdo da formacdo de biofiime de Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (LIMBAN; MARUTESCU;
CHIFIRIUC, 2011). Uma série de 4-(3-benzoiltioureido) benzoatos de etila foram
sintetizadas e apresentaram ser potentes inibidores da enzima urease de Canavalia
ensiformis (SAEED et al.,, 2014). Rauf et al. (2013) também demonstraram a
capacidade de N,N-dissubstituidas derivadas de &cido benzoico na inibicdo de
ureases, enquanto outros estudos relataram acdo de N-fenil-N'-benzoiltioureia sobre
células cancerigenas (PARVEEN et al., 2019).

Brito e colaboradores (2017) sintetizaram 55 tipos de benzoiltioureias N-
substituidas e avaliaram a atividade antimicrobiana contra Mycobacterium
tuberculosis. Do total de substancias testadas, 19 derivados obtiveram resultados
relevantes sobre as bactérias causadoras da tuberculose, com concentracao inibitéria
minima (CIM) variando de 9,6 a 423,1 uM. No entanto, um dos compostos se
destacou, com CIM de 9,6 uM, apresentando-se mais potente que o farmaco utilizado
no tratamento da tuberculose.

Os resultados de todos esses estudos demonstram que os derivados de
tioureia sdo bons candidatos para o desenvolvimento de novas pesquisas que visam

descobrir novas substancias para o tratamento da doenca de Chagas.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de benzoiltioureias sobre
Trypanosoma cruzi e sua a¢do imunomoduladora sobre células aderentes do

exsudato peritoneal infectadas por Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar se as benzoiltioureias apresentam potencial citotoxico sobre células
aderentes do exsudato peritoneal;

- Verificar se as benzoiltioureias possuem atividade antimicrobiana in vitro
sobre as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi;

- Investigar o0 mecanismo de agéo in vitro das benzoiltioureias sobre a forma
epimastigota de T. cruzi;

- Identificar as alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais das benzoiltioureias
sobre a forma epimastigota de T. cruzi.

- Determinar se as benzoiltioureias influenciam nos niveis de éxido nitrico e na
producdo de espécies reativas de oxigénio em células aderentes do exsudato
peritoneal infectadas por T. cruzi;

- Analisar a expresséao de genes de citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias,
moléculas envolvidas no metabolismo de ferro, defesas antioxidantes e moduladoras
da resposta imune em células aderentes do exsudato peritoneal infectadas por T. cruzi

e tratados com benzoiltioureias.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E IMUNOMODULADORA DE
BENZOILTIOUREIAS SOBRE Trypanosoma cruzi
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Ogattal, Lucy Megumi Yamauchi!

! Departamento de Microbiologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, PR, Brasil.

1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas € uma doenca tropical negligenciada causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. Acomete principalmente populacdes da América
latina, onde a doenca € considerada endémica (SALES-JUNIOR et al.,, 2017).
Aproximadamente 8 milhBes de pessoas estdo infectadas no mundo todo e cerca de
25 milhdes correm o risco de contrair a doenga (WHO, 2018). O parasito T. cruzi
possui um ciclo evolutivo complexo, apresentando trés diferentes formas evolutivas:
epimastigotas e amastigotas, que sao as formas replicativas nao infectantes, e
tripomastigotas, que sdo formas nao replicativas e infectantes, que se alternam entre
hospedeiro invertebrado e vertebrado (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS 2010;
FRANCISCO et al., 2017).

Clinicamente, a doenca de Chagas apresenta duas fases. A fase aguda se
estabelece imediatamente apés a infeccdo, pode ser assintomatica, ou apresentar
sintomas gerais e caracteristico do local de penetracéo dos parasitos. Essa fase dura
de 4 a 8 semanas, periodo em que o sistema imune do hospedeiro controla a
replicacdo dos parasitos na corrente sanguinea e as manifestagcdes clinicas
desaparecem, iniciando a fase cronica de infec¢cdo. Nessa fase, o paciente pode
permanecer assintomatico para o resto da vida ou a doenca pode progredir para a
forma cardiaca ou gastrointestinal (BERN, 2015).

Benzonidazol (BZ) e Nifurtimox (NFX) sdo os unicos farmacos utilizados no
tratamento da doenca de Chagas. Mas somente o BZ é comercializado no Brasil, pois
0 NFX apresenta efeitos colaterais mais intensos, mesmo em baixas doses



36

(SALOMON, 2012). O mecanismo de acdo do BZ ocorre por meio de estresse
redutivo, através de ligacdes covalentes dos metabdlitos reduzidos sobre as
macromoléculas do parasito, como DNA, proteinas e lipidios. Ou também podem atuar
no aumento da fagocitose, elevando a producao de citocinas (IFN-y) causando a lise
celular dos parasitos (RAJAO et al., 2014).

Apesar de ser o Unico medicamento utilizado no tratamento, o BZ esta longe
de ser considerado um farmaco ideal e eficiente para o tratamento da doenca de
Chagas. Apresentam eficiéncia de cura limitada, cerca 76% em pacientes na fase
aguda e apenas 8% na fase crénica (CANCADO, 2002). Além do longo tempo de
tratamento, fortes efeitos colaterais, abandono do tratamento pelos pacientes, e a
resisténcia de cepas de T. cruzi a ambas as substancias utilizadas atualmente no
tratamento (SALES-JUNIOR et al., 2017).

O desenvolvimento de novas classes de medicamentos que possam reduzir a
toxicidade no paciente, apresentar cura eficiente em todas as fases da doenca, baixas
doses de administracdo, curto periodo de tratamento e menos riscos de
desenvolverem resisténcia sdo extremamente necessarios. Por essa razao, estudos
de novos compostos de origem natural ou sintética, sintese de novas substancia e a
alteracdo molecular de compostos ja existentes vem ganhando cada vez mais
importéancia (FIELD et al., 2017).

Tioureia € um composto organico formado por moléculas de carbono,
nitrogénio, enxofre e hidrogénio (CH4N2S) (PAIVA, 2011). Por ser uma molécula
versatil quimicamente € muito utilizada na sintese organica para construcdo de uma
variedade de derivados com estruturas quimicas mais complexas e caracteristicas
biolégicas e farmacoldgicas importantes (RAUF et al., 2013). Muitas pesquisas ja
revelaram uma série de derivados de tioureia com atividades antibacterianas,
antifingicas e anti-inflamatorias (MADDANI; PRABHU, 2010). Dentre elas, destaca-
se as benzoiltioureias que possuem como caracteristica a presenca da benzamida,
um derivado do acido benzoico, presente em sua estrutura quimica e tem
demonstrado ampla atividade inibitéria contra diferentes microrganismos (SAEED et
al., 2014; BRITO et al., 2018).

No entanto, pouco se sabe sobre o mecanismo de acdo dos derivados de
tioureia contra doencas causadas por protozoarios, entre elas a doenca de Chagas.
Pela necessidade no desenvolvimento de novas substancias alternativas ao

tratamento atual e melhor eficacia nos efeitos tripanocidas, este estudo teve como
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objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e 0 mecanismo de acao in vitro de duas
Benzoiltioureias sobre Trypanosoma cruzi e suas propriedades imunomoduladoras

sobre células mamiferas infectadas por T. cruzi.
2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Substancias sintéticas: Benzoiltioureias

As benzoiltioureias foram sintetizadas e cedidas pela equipe da Profa. Dra
Marcelle de Lima Ferreira Bispo do Departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Londrina. As  solucbes  estoque de RTB02 N(-
cicloexilcarbamotioil)benzamida  (Figura  1A) e RTB62  N-((4-(terc-
butil)fenil)carbamotioil)benzamida (Figura 1B) foram preparadas a 25 mg/mL e
solubilizadas em Dimetilsulfoxido (DMSO) 10% e diluidos em meio Dulbecco’s

Modified Eagle (DMEM) com concentracdes finais ndo excedendo 1% de DMSO.
B
A
L0 O

RTBO2 RTB62
N-(cicloexilcarbamotioil)benzamida N-((4-(terc-butil)fenil)carbamotioil)benzamida

Figura 1. Estrutura quimica das Benzoiltioureias RTB02 (A) e RTB62 (B).

2.2 Formas Evolutivas de T. cruzi

2.2.1 Forma Epimastigota

As formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953)
foram cultivadas a 28°C em meio Liver Infusion Tryptone (LIT) suplementado com 10%

de soro fetal bovino inativado (SFB) (GIBCO® Invitrogen). As culturas celulares foram

submetidas a repique a cada 72 horas (CAMARGO, 1964).
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2.2.2 Formas Tripomastigotas e Amastigotas

As formas tripomastigotas foram adquiridas por meio da coleta de sangue por
puncédo cardiaca de camundongos BALB/c machos infectados por T. cruzi (cepa Y).
O sangue foi acondicionado em garrafas plasticas, e as formas tripomastigotas e
amastigotas foram mantidas pela infeccédo e expansao em cultura celular de LLCMK:2
(células epiteliais de rim de Macaca mulatta) em meio DMEM suplementado com 10%
de SFB a 37°C em estufa a 5% de CO..

2.3 Células Aderentes do Exsudato Peritoneal

Os animais utilizados para a coleta de células aderentes do exsudato peritoneal
foram adquiridos no Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa e mantidos
ao decorrer dos experimentos no Biotério da Universidade Estadual de Londrina, em
gaiolas, condicbes livres de patdégenos, alimentacdo a base de racdo e agua ad
libitum, em ambiente com temperatura entre 18 e 22°C e umidade entre 45% e 55%,
ciclo claro/escuro de 12 h. Foram utilizados camundongos machos, BALB/c, de 7 a 8
semanas de idade. As células foram coletadas por meio da inoculacdo e aspiracao
intraperitoneal de 5 mL de solu¢cédo tampao fosfato-salino (PBS). As células obtidas do
aspirado foram submetidas a centrifugacéo, coradas com azul de tripan e contadas
em Camara de Neubauer no microscoépio optico (HIDEKO TATAKIHARA et al., 2008).
Esse estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), Parana, Brasil, (NOmero 15516.2018.20).

2.4 Anélise de Citotoxicidade

Um inéculo de 100 pL contendo 2x10° células/poco de células aderentes do
exsudato peritoneal em meio DMEM com 10% de SFB foram dispostas em placas de
96 pocos e incubadas por 24 h a 37°C para adeséo e formagdo da monocamada. Apés
esse periodo, os pocos foram lavados com PBS para remocdo de células nao
aderentes e adicionados diferentes concentracbes de RTB02 e RTB62 (25 a 0,78
png/mL) e novamente incubados a 37°C, 5% CO:2 por 48 h. A viabilidade celular foi
determinada pelo método de reducdo do MTT (brometo de dimetiltiazol difenil
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tetrazolio) submetido a leitura no espectrofotdmetro (Synergy HT, Biotek, Winooski,
EUA) na absorbancia de 540 nm (KIAN et al., 2018).

2.5 Atividade antimicrobiana das Benzoiltioureias in vitro sobre as formas

evolutivas de T. cruzi

2.5.1 Efeito no Crescimento de Epimastigota

Uma suspensdo de 1x10° parasitos/mL foram acondicionados em meio LIT e
depositadas em placas de 24 pocos contendo concentracbes crescentes de
benzoiltioureias, RTB02 e RTB62 (1,56 a 50 pg/mL) ndo excedendo o volume final de
1 mL por poco. A placa permaneceu incubada a 28°C por 72 h. Cultura de parasitos
sem tratamento foram utilizados como controle. Para determinar o efeito das
benzoiltioureias sobre o crescimento dos epimastigotas, foram coletados 10 pL da
suspensao dos poc¢os para observacao e contagem direta das células no microscopio
optico. Os resultados foram interpretados através do calculo de ICso e ICo (Mmenor
concentracdo capaz de inibir 50% e 90% do crescimento dos parasitos,
respectivamente) (LANCHEROS et al., 2018). A curva de crescimento foi realizada
sob as mesmas condi¢des de tratamento, incubacdo e concentracdes de parasitos
descritos acima, no entanto, as contagens diretas dos parasitos no microscopio 6ptico

foram realizadas por 4 dias consecutivos, no intervalo de 24 h a cada contagem.

2.5.2 Efeito na Viabilidade de Tripomastigota

As formas tripomastigotas foram obtidas do sobrenadante da cultura de células
LLCMK:z infectadas previamente por T. cruzi, em uma densidade de 1x107 células/mL.
A células foram incubadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB em placas
de 24 pogos com concentragdes crescentes de Benzoiltioureias RTB02 e RTB62 (3,12
a 50 pg/mL). As placas permaneceram incubadas a 37°C por 24 h a 5% de CO2. A
viabilidade foi determinada pela contagem de parasitos vivos em microscopio optico
(1IZUMI et al., 2012).

2.5.3 Efeito na Proliferacdo de Amastigotas Intracelulares
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Uma suspensdo de 2x10° células aderentes do exsudato peritoneal/mL em
meio DMEM suplementado com 10% de SFB foram transferidas para a superficie de
laminulas de vidro (13 mm) dispostas em placas de 24 pocos, para adeséo e formacao
da monocamada celular. Apés incubacédo a 37°C por 24 h a 5% de CO20s pocos foram
lavados com PBS e adicionados 1x10° parasitos/mL de tripomastigotas em meio
DMEM, e incubados por 2 h. Os poc¢os foram lavados novamente com PBS e um novo
meio contendo concentracfes crescentes de Benzoiltioureias RTB02 (1,56 a 25
pg/mL) e RTB62 (0,78 a 12,5 pg/mL) foram adicionados aos pocos. A placa
permaneceu incubada por 48 h a 37°C e 5% CO2. As células foram fixadas com
metanol, coradas com Giemsa e as laminulas coladas sobre laminas de vidro. 200
células foram contadas no microscopio optico e o indice de infeccao foi determinado
pela porcentagem de células infectadas X numero médio de parasitos por célula
infectada (BARRIAS et al., 2010).

O sobrenadante dos pocos foram coletados para a determinag&o dos niveis de

6xido nitrico.

2.5.4. Mecanismos de Ac¢ao das Benzoiltioureias sobre as formas epimastigotas
de T. cruzi.

2.5.4.1 Avaliacdo das Alteracbes Morfolégicas e Ultraestruturais de

epimastigotas

As formas epimastigotas (1x10® parasitos/mL) foram tratadas com
concentracgdes correspondentes ao ICso e ICo0 da RTB02 (5,71 pg/mL e 21,41 pg/mL)
e RTB62 (0,98 pg/mL e 9,37 pg/mL) por 72 h a 28°C. ApOs incubacao, os parasitos
foram lavados com PBS e fixados com 2,5% glutaraldeido em tampé&o cacodilato de
sédio 0,1 M, pH 7,2 por 24 h. As amostras foram pos-fixadas em uma solucdo
contendo 1% de tetroxido de 6ésmio e 0,8% de ferrocianeto de potassio em tampao
cacodilato 0,1 M por 1 h. Apés fixacdo, os parasitos foram desidratados em diferentes
concentracOes de acetona e embebidos em resina Epon por 72 h a 60 °C. Secc¢des
ultrafinas foram coradas com 5% de acetato de uranila e citrato de chumbo e
examinadas em microscopio eletronico de transmissao JEOL JM 1400 TEM (JEOL
Ltda, Tokyo, Japan) (MARTINS et al., 2016).
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2.5.4.2 Efeito na producédo de espécies reativas de oxigénio total (EROs) em

epimastigotas

Para deteccdo da producédo de EROs, 1x10° epimastigotas foram cultivados em
placas de 24 pocos tratados com concentracdes correspondentes ao ICso e 1Co0 da
RTB02 (5,71 pg/mL e 21,41 pg/mL) e RTB62 (0,98 pug/mL e 9,37 pg/mL). ApoGs
incubacédo por 72 h, foram adicionados nos pocos, 10 uM da sonda H2DCFDA (6-
carboxy-2’, 7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, diacetoxymethyl ester) por 45 min
em auséncia de luz. No controle positivo foi utilizado 20 mM de peroxido de hidrogénio
(H202). A producdo de EROs produzidos pelos epimastigotas foi avaliada pela
fluorescéncia emitida na redugéo da sonda H2DCFDA em diclorofluoresceina (DCF).
De acordo com comprimentos de leitura de excitacdo (490 nm) e emissao (535 nm)
no espectrofluorimetro VICTOR™ X3, PerkinElmer (SHUKLA et al., 2012).

2.5.4.3 Efeito na formacao de corpos lipidicos em epimastigotas

Formas epimastigotas de T. cruzi foram tratadas com ICso e ICo da RTB02
(5,71 pg/mL e 21,41 pg/mL) e RTB62 (0,98 pg/mL e 9,37 pg/mL) no periodo de 72 h.
Apos, foram adicionados nos pocos, 10 pg/ml de vermelho do Nilo (9-dietilamino-5H-
benzo(a)fenoxazina-5-ona), incubados por 30 min. Como o vermelho do Nilo € um
marcador fluorescente e se associa as moléculas lipidicas neutras, pode-se mensurar
0 seu acumulo nos corpos lipidicos por meio de leitura em espectrofluorimetro
(VICTOR™ X3, PerkinElmer) nos comprimentos de ondas de excitagdo 490 nm e
emissdo 535 nm (STEFANELO et al., 2014).

2.5.4.4 Avaliacéo da Peroxidacao Lipidica em epimastigotas

Epimastigotas tratados com RTB02 e RTB62 (ICso e I1Co0) por 72 h foram
incubados com 50 uM da sonda DPPP (Diphenyl-1-pyrenylphosphine) por 15 min a
22°C. 20 mM de H20: foi usado como controle positivo. A sonda DPPP, quando na
presenca de peroxidos, é oxidada a um oxido de fosfina (DPPP-O) com capacidade
de emissdo de fluorescéncia detectada pelo espectrofluorimetro (VICTOR™ X3,
PerkinElmer) na excitacdo e emissdo de 355nm e 460nm, respectivamente
(OKIMOTO et al., 2000).
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2.5.4.5 Determinagéo da Integridade da membrana celular em epimastigotas

Epimastigotas tratados com as Benzoiltioureias RTB02 e RTB62 (ICso e 1Co0)
por 72 h foram incubados com 0,2 pg/mL de sonda iodeto de propideo (IP) em
temperatura ambiente por 10 min. Células que se encontram com a membrana
alterada e desintegrada facilitam a entrada da sonda IP que se liga ao DNA emitindo
uma alta fluorescéncia. Quando as membranas celulares estdo integras, sem
alteracOes, dificulta a entrada da sonda, ocorrendo baixa emissédo de fluorescéncia.
Andlises de emisséo de fluorescéncia da membrana celular dos parasitos tratados e
nao tratados foram realizadas no citdmetro de fluxo FACSCalibur equipado com o
software CellQuest. 40 uM de digitonina foi utilizada como controle positivo. Alteracdes
na fluorescéncia de IP foram quantificadas de acordo com o percentual de alteracdes
na membrana plasmatica das células tratadas em comparac¢do ao grupo de células
ndo tratadas (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).

2.5.4.6 Avaliacao do Potencial de Membrana Mitocondrial de epimastigotas

Formas epimastigotas foram tratadas com RTB02 e RTB62 (ICso e 1Cq0) pelo
periodo de 72 h. Apés, foram adicionados nos pocos, 5 pg/mL do corante fluorescente
Rodamina 123 (Rh123) incubados por 15 min a 37°C. Células que possuem a
membrana mitocondrial inalteradas capturam o corante Rh123 emitindo alta
fluorescéncia. Mas quando ha alteragBes no potencial de membrana ocorre a saida
da Rh123 da mitocdndria, causando baixos indices de fluorescéncia. As analises
foram realizadas em citdbmetro de fluxo FACSCalibur equipado com o software
CellQuest e as alterac¢des fluorescentes do Rh123 foram quantificados pelo indice de
variacdo (IV) obtido da equagcdo (MT - MC) / MC. MT corresponde a mediana de
fluorescéncia para os parasitos tratados e MC é a mediana de fluorescéncia para os
parasitos controle. Valores IV negativos correspondem a despolarizacdo da
membrana mitocondrial (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).

2.5.4.7 Verificacdo do volume celular de epimastigotas

Epimastigotas foram tratados com RTB02 e RTB62 (ICso e 1Co0) pelo periodo
de 72 h. Apos seguidas lavagens foram submetidos a andlises de volume celular no
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citbmetro de fluxo FACSCalibur. Os histogramas foram gerados e a analise foi
realizada usando o software CellQuest. Foi utilizado como controle positivo 20 mM da
substancia téxica actinomicina D (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).

2.5.4.8 Avaliacéao do ciclo celular de epimastigotas

Epimastigotas foram tratados com RTB02 e RTB62 (ICso e 1C90) pelo periodo
de 74 h. Apos, foram fixados em metanol/PBS 70% por 1 h a 4°C. Foram realizadas
lavagens dos parasitos em PBS e adicionados 10 pl de IP-RNase A (lodeto de propidio
— ribonuclease A) e incubados por 45 min a 4°C. As analises foram realizadas no
citometro de fluxo FACSCalibur e utilizado o software CellQuest. Assim, foi
estabelecido a porcentagem de células em cada estéagio do ciclo celular (LAZARIN-
BIDOIA et al., 2016).

2.6 Atividade imunomoduladora das Benzoiltioureias in vitro sobre células
aderentes do exsudato peritoneal infectados por T. cruzi

2.6.1 Avaliacdo dos niveis de Oxido Nitrico (NO)

A producédo de o6xido nitrico foi estabelecida pela mensuracdo dos niveis de
nitrito acumulados no sobrenadante do teste descritos em 2.5.3 pela técnica de
Griess. O sobrenadante dos ensaios foram transferidos para placas de 96 pocos
juntamente com o reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% de dicloridrato N-(1-
naftil) etilenodiamina e acido fosforico a 2,5%) por 10 min em temperatura ambiente e
sem iluminacdo. As amostras dos pocos foram analisadas em leitor de placas
(Synergy HT, Biotek, EUA) na absorbéancia de 540 nm. As concentracdes de nitrito
foram calculadas com referéncia a curva padrao conhecida de nitrito de sédio (KIAN
et al., 2018).

2.6.2 Determinacdo da producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A densidade de 2x10° células/mL de células aderentes do exsudato peritoneal
em meio DMEM foram dispensadas em placas de 96 pocos pretas, para adesédo. Apos

incubacdo a 37°C por 24 h foram adicionados nos pocos 1x10°8 tripomastigotas/mL
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para infeccdo pelo periodo de 2 h a 37°C em 5% de CO2. Os pogos foram lavados
com PBS e tratados com diferentes concentracbes de RTB02 e RTB62 (0,78 a 25
pg/mL) por 48 h sob as mesmas condi¢des. Nos pocos do controle positivo 0,03% de
peroxido de hidrogénio (H202) foram colocados e o controle negativo néo recebeu
nenhum tratamento. As amostras foram submetidas a uma primeira leitura no
fluorometro Perkin-Elmer Victor (a Aex = 490 nm e Aem = 525 nm). Para a segunda
leitura, foram adicionados em todos os pocos, 2 uM da sonda fluorescente H2DCFDA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e permaneceram incubadas a 37°C, 5% de COz2, sem
iluminacgdo ao longo de 30 min. Através do aumento da fluorescéncia promovido pela
conversdao do 2',7- diclorofluoresceina (DFA) a producdo total de EROs foi
estabelecida (KIAN et al., 2018).

2.6.3 Avaliacdo da Expressao Relativa de genes de macrofagos Infectados por
T. cruzi

Em placas de 24 pocos foi depositado uma densidade de 1x10° células
aderentes do exsudato peritoneal em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Apbs 24 h de incubacdo em 37°C a 5% de CO2, foram adicionados nos pocos 1x10’
tripomastigotas/mL e incubados por 2 h sob as mesmas condi¢cdes de temperatura.
Os pocos foram tratados com concentracdes referente ao ICso da RTB02 e RTB62 e
a placa permaneceu incubada por 48 h. Apés, as células aderentes do exsudato
peritoneal infectadas por T. cruzi tratadas e ndo tratadas e células néo infectadas e
nao tratadas foram submetidas a extragéo de RNA total pelo kit SV Total RNA Isolation
System (Promega, Madison, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. A concentracéo
de RNA foi determinada por medidas de absorbéncia (260 nm) com um
espectrofotometro (Synergy HT, Biotek, Winooski, EUA). Utilizou-se 500 ng de RNA
total para realizar a sintese do DNA complementar por reacdo de transcricao reversa,
usando o iniciador Oligo (dT) 2 pM e transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen,
Carlsbad, EUA), seguindo o procedimento do fabricante. A PCR em tempo real foi
realizada no equipamento Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha). Em um volume
final de 20 uL, foram adicionados 50 ng de modelo de cDNA, 2 uM de cada primers
(Tabela 1) e kit gPCR QuantiNova SYBR Green (Qiagen, Hilden, Alemanha). O perfil
do ensaio consistiu em 10 min a 95 °C e 40 ciclos de 30 sa 95 °C,30sa 60 °C e 30

s a 72 °C, seguidos por analise da curva de fuséo (60-95 °C a 0,5 °C/ s). Apos a
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amplificacdo, os valores limiares do ciclo foram normalizados e utilizados para
determinar os niveis significativos de expressdo génica utilizando o software
REST2009 (Qiagen, Hilden, Alemanha). A 3-actina foi usada como gene de referéncia
para analises comparativas do método do limiar do ciclo (KIAN et al., 2018). Os

ensaios foram realizados em triplicata em trés ocasifes diferentes.

Tabela 1. Sequéncia de iniciadores usados no PCR em tempo real (KIAN et al., 2018).

Iniciadores Senso Antisenso

TNF-a tgtgctgacagctttcaacaa cttgatggtgcatgaga

IL-10 tggacatactgctaaccg ggatcatttccgataaggct
TGF-B gctgaaccaaggagacggaat gctgatcccgttgatttcca
Nrf-2 tcacacgagatgagcttagggcaa tacagttctgggcggcgactttat
HO-1 cccaaaactggcctgtaaaa cgtggtcagtcaacatggat
Ferritina ttccaggatgtgcagaagcc aagagggcctgattcaggttc
B-actina agctgcgttttacacccttt aagccatgccaatgttgtct

2.7 Anélises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). As diferencas significativas foram
avaliadas pela Andlise de Variancia (ANOVA), com o teste de comparac¢ao multipla de

Tukey. Considerando os resultados significativos em que p < 0,05.

3. Resultados

3.1 RTB02 e RTB62 inibem o crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi

Inicialmente foi realizado o ensaio de atividade antimicrobiana das
benzoiltioureias RTB02 e RTB62 para verificar o efeito das substancias sobre o
crescimento das formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y). Os ensaios mostraram
gue ambas as substancias apresentaram efeito dose-dependente (Figura 2). A RTB02
apresentou inibicdo de 50% (ICso0) no crescimento dos parasitos na concentragéo de
5,71 pg/mL e 90% (IC90) de inibicdo em 21,41 pg/mL (Figura 2A). Para RTB62, as

concentracdes ICso e 1Cgo foram de 2,75 pg/mL e 11,42 pg/mL, respectivamente
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(Figura 2B). As duas substancias foram capazes de inibir 100% do crescimento na
maior concentracdo testada, 50 pg/mL. Interessantemente, pode-se observar uma
melhor atividade antiproliferativa da RTB62.

As mesmas concentracdes das substancias usadas no teste de inibicdo do
crescimento foram utilizadas para analisar a curva do tempo de inicio da agédo e
duracéo da inibicdo dos parasitos tratados. Os grupos controle (ndo tratado) das duas
substancias apresentaram crescimento exponencial apos 48 horas de cultivo. Nesse
mesmo tempo, nos grupos tratados, pode-se observar o inicio da inibicho mesmo nas
concentracées mais baixas testadas (1,56 pg/mL), tanto RTB02 (Figura 3A) como
RTB62 (Figura 3B) apresentaram diferencas significativas com relacdo ao grupo
controle ndo tratado, no entanto, corroborando com o teste anterior, a RTB62
apresentou diferenca significativa mais pronunciada na inibicdo do crescimento dos
parasitos comparado ao controle. A utilizacdo de DMSO para solubilizacdo das

substancias, nao interferiu no crescimento dos parasitos (dados ndo mostrados).

3.2 RTB02 e RTB62 atuam na viabilidade das formas tripomastigotas de T. cruzi

Com relacdo as formas tripomastigotas, verificamos que as duas substancias
foram capazes de inibir a viabilidade de tripomastigotas. Verificamos que a substancia
RTB62 apresentou efeito inibitério em todas as concentracfes testadas (3,12 pug/mL
a 50 pg/mL), apresentando ICso de 1,4 pg/mL e 1Cgqo de 15,61 pg/mL (Figura 4B).
Enquanto a RTB02 apenas nas concentracdes de 6,25 pg/mL a 50 pg/mL apresentou
efeito inibitorio, apresentando ICso de 14,41 pg/mL e ICo de 40,58 pug/mL (Figura 4A).

Verificamos ainda, que ambas as substancias tiveram efeito dose-dependente.

3.3 RTB02 e RTB62 diminuem a proliferacdo das formas amastigotas de T. cruzi

As benzoiltioureias foram avaliadas quanto a capacidade de inibir a
multiplicagdo de amastigotas. Para as formas intracelulares, ambas as substancias
foram capazes de diminuir a proliferacdo apos 48 h de tratamento (Figura 5A e 5B).
Para a RTB02 as concentragdes de ICso e 1Coo foram de 6,50 pg/mL e 25,37 pg/mL,
respectivamente. RTB62 apresentou a concentracéo de ICso de 6,85 pg/mL e ICgo de
26,07 pg/mL.
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As concentracdes que inibiram 50% da proliferacdo de amastigotas né&o
apresentaram potenciais citotoxicos em células aderentes do exsudato peritoneal de
camundongos, CCsode 19,06 pg/mL para RTB02 e 18,67 pg/mL RTB62 apos 48 horas
de tratamento. O indice de seletividade para RTB02 foi de 2,95 pg/mL e 4,45 pg/mL
para RTB62.

3.4 RTB02 e RTB62 causam alteracdes morfoldégicas e ultraestruturais em

formas epimastigotas de T. cruzi

Os resultados da atividade antimicrobiana das benzoiltioureias mostraram que
elas atuam sobre todas as formas de T. cruzi. Assim, oS ensaios para avaliar as
alteracbes morfoldgicas e bioquimicas e o tipo de morte celular decorrentes ao uso
das substancias foram realizados.

As formas epimastigotas foram tratadas com as concentracdes de ICso e I1Cg0
das substancias para avaliar as alterac6es morfologicas e ultraestruturais. As imagens
da microscopia eletrbnica de transmissdo dos parasitos ndo tratados (controle)
mostraram estruturas normais, com caracteristicas morfoldégicas e ultraestruturas
proprias das formas epimastigotas (Figura 6A e 6B). Quando submetidos ao
tratamento com as benzoiltioureias, verificou-se mudancas morfologicas e
ultraestruturais, desorganizacdo das organelas intracelulares, tanto para o0s
tratamentos com RTB02 quanto RTB62 (Figura 6C, 6D, 6E e 6F). Desorganizacdo do
complexo de Golgi (Figura 6C, 6D e 6F), alteracdes nos vacuolos (Figura 6C, 6D e
6F) e inchago na mitocondria dos parasitos tratados com ICg da RTB62 (Figura 6F).

3.5 RTB62 aumentam as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) nas formas

epimastigotas de T. cruzi

Para avaliar se as EROs estdao envolvidas na morte celular das formas
epimastigotas, culturas celulares foram tratadas com concentracoes de ICso e ICo0 das
substancias. Os resultados mostram que os valores de EROs produzidas pelos
tratamentos referentes a 1Cso de RTB02 e RTB62 n&o obtiveram diferengas
significativas em relagc&o ao controle negativo, parasito nao tratado (Figura 7A e 7B).
Somente os tratamentos com as concentracoes de ICo da RTB02 e RTB62

apresentaram aumento significativo na producédo de EROs pelos epimastigotas em
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relacdo ao controle negativo (Figura 7A e 7B).

3.6 RTB02 e RTB62 reduzem a formacdo de corpos lipidicos nas formas

epimastigotas de T. cruzi

Para confirmar os resultados das imagens de microscopia que mostraram que
nao ha formacado de corpos lipidicos, foi realizado os ensaios de quantificacdo dos
mesmos. Os resultados mostram que ambas as substancias ndo foram capazes de
aumentar os valores referentes a formacgéo de corpos lipidicos apés tratamento de
epimastigotas com ICso e ICgo das benzoiltioureias (Figura 7 C e D). E sim,
principalmente nos tratamentos com RTB62 houve uma diminuicdo significativa na

formacdo dos corpos lipidicos comparados ao grupo controle negativo (néo tratados).

3.7 RTB02 e RTB62 induzem peroxidacao lipidica em formas epimastigotas de

T. cruzi

Para verificar se os parasitos estavam sofrendo estresse oxidativo, foram
avaliados os niveis de peroxidacdo lipidica. Os resultados mostram que o0s
epimastigotas tratados com as duas benzoiltioureias foram capazes de aumentar
significativamente a peroxidacdo lipidica em todas as concentracfes testados
comparados ao grupo controle negativo, parasitos ndo tratados (Figura 7 E e F).
Interessantemente, o tratamento com RTB62 (Figura 7F) apresentou aumento mais

significativo quando comparado a RTB02 (Figura 7E).

3.8 RTB02 e RTB62 nao alteram a integridade da membrana celular nas formas

epimastigotas de T. cruzi

Para avaliar se os parasitos mantiveram a integridade da membrana celular, os
epimastigotas foram tratados e avaliados quanto a capacidade de entrada de iodeto
de propidio na célula e ligacdo ao DNA. Os resultados mostraram que as
benzoiltioureias RTB02 e RTB62 ndo foram capazes de causar a ruptura da
membrana celular nas formas epimastigotas comparados ao grupo controle negativo,

parasitos nao tratados (Figura 8 A e B).
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3.9 RTB02 e RTB62 alteram o potencial de membrana mitocondrial nas formas
epimastigotas de T. cruzi

Verificamos que os tratamentos dos epimastigotas com RTB02 e RTB62 foram
capazes de alterar o potencial de membrana mitocondrial (Figura 8 C e D). Os
resultados mostraram que o tratamento com a RTB02 (Figura 8C) na concentragao
de ICg0 causou despolarizagdo mitocondrial devido a reducdo na intensidade
fluorescente do marcador Rh123 comparado ao grupo controle ndo tratado. Quando
0s parasitos foram tratados com RTBO02 na concentragéo de ICso, ndo houve alteracao
no potencial de membrana mitocondrial. Ja para a substancia RTB62 (Figura 8D), 0s
resultados mostram uma hiperpolarizacdo significativa quando tratados na
concentracdo do 1Ce. Com relagéo ao tratamento com a substancia na concentracao

de 1Cso ndo houve diferenca significativa em relacdo ao grupo controle nédo tratado.

3.10 RTB02 diminui o volume celular das formas epimastigotas de T. cruzi

As imagens de microscopia mostraram alteracdes na forma celular, assim foi
verificado se os tratamentos com as substancias acarretam na perda de volume
celular dos parasitos. Os resultados apresentados como histograma (Figura 8 E e F),
mostraram que somente os tratamentos com [Cgo da substadncia RTB02 foram
capazes de causar diminuicdo de 31,79% no volume celular de epimastigotas
comparados ao grupo controle néo tratado (Figura 8E). Na concentracéo do ICso a
reducao foi de 1,3%, ndo apresentando diferencas significativas. Os tratamentos com
a substancia RTB62 também ndo apresentaram diferencas significativas em relacéo
ao grupo controle, tratamentos com ICso diminuiram apenas 2,81% e 1Cq0 4,98% do

volume celular (Figura 8F).

3.11 RTBO2 altera o ciclo celular na fase GO/G1 nas formas epimastigotas de T.

cruzi

Outra analise importante € a avaliacdo do ciclo celular. Os resultados
mostraram que RTBO02 foi capaz de interromper o ciclo celular na fase GO/G1 das
formas epimastigotas. Os tratamentos com as concentragdes referentes ao ICso e 1Cq0

causaram um aumento significativo no numero de células na fase GO/G1l em
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comparagao com o grupo controle nédo tratado (Figura 9). Os tratamentos com RTB62

nao apresentaram diferencas significativas com relagdo a grupo controle.

3.12 RTB02 e RTB62 ndo aumentam o potencial tripanocida de células aderentes

do exsudato peritoneal infectados por T. cruzi

Espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico sdo moléculas quimicas que
atuam no controle parasitario intracelular de células infectadas por T. cruzi. Assim, a
determinacado desses produtos foi avaliada in vitro. Os resultados mostram que nao
h& producéo de EROs pelas células ap6s o tratamento tanto com RTB02 como RTB62
(Figura 10 A e B). Observa-se producdo de EROs apenas na maior concentracao
testada (25 pg/mL) tanto nos tratamentos com RTB02 e RTB62.

Em relagéo a producédo de NO, os tratamentos com ambas as substancias, em
todas as concentragdes testadas, ndo apresentaram diferengas significativas na
producao de nitrito por células aderentes do exsudato peritoneal em comparacao ao

grupo controle ndo tratado (Figura 10 C e D).

3.13 RTB02 diminuem a expressdo génica de TGF-B, TNF-a e IL-10 e RTB62
aumenta a expressdo de TGF-B em células aderentes do exsudato peritoneal

infectados por T. cruzi

Com o objetivo de determinar a agdo imunomoduladora das benzoiltioureias
em células aderentes do exsudato peritoneal infectados, foram avaliados os niveis de
RNA mensageiro dos genes IL-10, TGF-B e TNF-a por PCR em tempo real. O
tratamento com a substancia RTB02 apresentou uma diminuicdo da expresséo génica
das citocinas IL-10, TGF-B, TNF-a (Figura 11 A). Ja no tratamento com a RTB62 levou
um aumento da expresséo de TGF-B, as outras citocinas nao apresentaram diferencas

significativas em relacdo ao grupo de células infectadas e nao tratadas (Figura 11 A).
3.14 RTB02 diminuem a expressao génica de ferritina e ambas as substancias
diminuem a expressédo de HO-1 em células aderentes do exsudato peritoneal

infectados por T. cruzi

Como a atividade microbicida ndo estava ocorrendo via producédo de NO ou



51

EROs, foi analisado se as benzoiltioureias estavam induzindo outros mecanismos
relacionados ao metabolismo do ferro, modulagdo do sistema imune ou defesa
antioxidante através da expressao de ferritina, heme oxigenase (HO-1) e Genes Nrf-
2, respectivamente. Os tratamentos com a substancia RTB02 causou nas células
aderentes do exsudato peritoneal uma diminuicdo significativa na expressao dos
genes ferritina, HO-1 e Nrf-2 (Figura 11 B). Ja a expressédo destes genes por células
infectadas e tratadas com RTB62, nao tiveram alteracdes significativas nas

expressoes dos mesmos (Figura 11 B).

5. DISCUSSAO

Nenhum farmaco, além do Benzonidazol e Nifurtimox, atendeu até o momento,
todos os requisitos necessarios para se tornarem o tratamento ideal para a doenca de
Chagas. Dessa forma estudos de novas substancias com melhor eficacia e poucos
efeitos negativos sdo urgentemente necessarios para o tratamento dessa doenca tao
negligenciada pelas industrias farmacéuticas. Nosso estudo demonstrou que as
benzoiltioureias RTB02 e RTB62 apresentaram atividade antiprotozoario contra as
trés diferentes formas evolutivas do parasito. A RTB62 apresentou melhores indices
de inibicAo sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas. Para as formas
amastigotas, ambas as substancias inibiram eficientemente a proliferacao intracelular,
sem diferencas significativas entre elas. Diversos estudos ja demonstraram o efeito
antimicrobiano de derivados de tioureias. E outros, que sintetizaram benzoiltioureias,
demonstraram a acdo sobre bactérias, Mycobacterium tuberculosis (BRITO et al.,
2018) Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae e fungos, Geotrichum candidum,
Aspergillus fumigatus e Syncephalastrum racemosum (MOHAMED; EL-GHANY;
FAHMY, 2016).

Com relacdo aos epimastigotas, os testes do mecanismo de acdo mostraram
que tanto RTB02 quanto RTB62 aumentaram a producdo de EROs, elevaram os
niveis de peroxidacdo lipidica, alteraram o potencial de membrana mitocondrial e
causaram alterac6es morfoldgicas e ultraestruturais nos parasitos. E RTB02 alterou o
ciclo celular de epimastigotas na fase GO/G1.

Interessantemente, as duas benzoiltioureias apresentaram atividade
antiproliferativa sobre as formas amastigotas intracelulares, no entanto, ndo ha

ativacdo da maquinaria microbicida (EROs e NO) e nem das vias relacionadas ao
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metabolismo do ferro e defesa antioxidante pelas células aderentes infectadas,
sugerindo uma ac¢ao direta das duas benzoiltioureias sobre o parasito.

Dentre as organelas do parasito, as mitocondrias sdo importantes para a
producdo de energia pelo processo de respiracdo celular e é o principal local de
producdo de EROs. Mas, quando ocorre 0 aumento excessivo desses radicais livres
intracelularmente, provocam danos nas organelas, no DNA, oxidacdo de proteinas,
peroxidacao lipidica e alteracdes estruturais, funcionais e de permeabilidade nas
membranas mitocondriais e celulares, provocando a morte celular dos parasitos
(KANG; PERVAIZ, 2012). A mitocbndria é considerada um dos principais alvos
terapéuticos para o desenvolvimento de potenciais quimioterapicos contra a doenca
de Chagas (PITA; PASCUTTI, 2011).

Verificamos que as duas benzoiltioureias causaram alteracées no potencial de
membrana mitocondrial, RTB02 causou despolarizagdo mitocondrial e RTB62
hiperpolarizagdo. Alteragdes no potencial de membrana mitocondrial afetam a
viabilidade celular, pois interferem na producédo de ATP pela cadeia transportadora de
elétrons no processo de respiracdo celular (JOSHI; BAKOWSKA, 2011). Essas
alteracdes podem tanto ser causadas pelo aumento de espécies reativas, bem como,
0 aumento nessa producdo, pode ser desencadeado por disfungbes mitocondriais
(VAMECAQ et al., 2012). A hiperpolarizacido do potencial de membrana mitocondrial
esta totalmente relacionada ao aumento na producdo de EROs (GERGELY et al.,
2002) como verificado em nosso estudo.

Identificamos também, que os tratamentos dos epimastigotas com RTB02
interrompem o ciclo celular na fase GO/G1. O aumento das células identificadas nessa
fase indica que a substancia inibe a sintese e duplicacdo do DNA, causando
fragmentacao da cromatina nuclear, consequentemente diminuindo a proliferacéo das
formas epimastigotas (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016). A interrupcéo nessa fase do
ciclo celular € uma caracteristica importante e tipica da morte celular por apoptose
(KACZANOWSKI et al., 2011).

A morte celular pode ser causada por diferentes fatores quimicos, fisicos e
naturais. E tem como funcao a eliminac&o de células desnecessarias ou que sofreram
alteracOes e destruicdo dos seus componentes intracelulares (VANDEN BERGHE et
al., 2010). A apoptose é um tipo de morte celular programada que apresenta
caracteristicas morfolégicas e moleculares bem descrita para protozoarios. Em

tripanossomatideos essas caracteristicas incluem condensacéo e fragmentacao do
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DNA, diminuicdo do volume celular, alteracdbes no potencial de membrana
mitocondrial e exposicdo da fosfatidilserina (MENNA-BARRETO et al.,, 2009).
Baseado nas alteracbes morfologicas das imagens da microscopia, nos resultados
dos testes de mecanismo de acdo sobre as formas epimastigotas, comparados aos
tipos de morte celular, verificamos que as caracteristicas encontradas em nosso
estudo apresentam mais relagdo com a morte celular por apoptose, refletida nos
resultados de alteracdes no potencial mitocondrial, producdo de EROs e reducéo do
volume celular.

NO e EROs séo importantes moléculas citotéxicas produzidas por diferentes
tipos de células mamiferas, e que atuam na defesa do organismo contra Varios
microrganismos. E € com a producdo dessas moléculas que macrofagos eliminam
formas intracelulares de T. cruzi, e quando inibidos favorecem o aumento do
crescimento dos parasitos. Observamos no nosso estudo, que a atividade
antiproliferativa das formas amastigotas intracelulares ndo foi causada pela producao
de compostos quimicos tripanocidas (EROs e NO) nem mesmo pelo aumento na
producao de citocinas pro-inflamatdrias e vias moduladoras da resposta imune. Com
excecao da RTB62, que apresentou um perfil anti-inflamatério decorrente do aumento
de TGF-B. Do mesmo modo, Amorim et al, 2012, em seus estudos de acdo da
substancia sintética 2- {2-[hidroxi (2-nitrofenil) metil] - acriloxi} benzoato de metila
sobre espécies do género Leishmania, demonstraram que a atividade leishmanicida
ocorreu ndo pela producdo de NO, mas sim por meio de uma atividade
imunomoduladora, com diminuicdo das citocinas antiinflamatorias IL-6 e IL-10,
facilitando a ativacdo dos macrofagos e morte celular dos parasitos intracelulares.

Para a producdo de NO, os macrofagos precisam ser ativados por citocinas
inflamatodrias, como, TNF-a e IFN-y (VILA-DEL-SOL; DIAZ-MUNOZ; FRESNO, 2007).
E a producéo de citocinas TGF-B e IL-10 podem inibir a producdo de NO (ANDRADE;
GOLLOB; DUTRA, 2014). Nossos resultados mostraram que os tratamentos com
RTB02 ndo aumentaram a producdo de citocinas inflamatérias e anti-inflamatorias
pelas células aderentes, na verdade, ocorreu uma diminuicdo na expressao desses
genes. A diminuicdo na expressao de TNF-a possivelmente impediu a producdo de
NO pelos macréfagos. Entretanto, a RTB02 também reduziu a expressédo de TGF-§ e
IL-10, mesmo assim ndo houve a producdo de NO. Nos tratamentos com RTB62
ocorreu aumento na expressao de TGF-B e para TNF-a e IL-10 ndo houve diferenca

significativa em relagao ao controle infectado nao tratado. Nesse caso, mesmo a alta
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expressao de TGF-B nao foi capaz de produzir NO. Esses dados reforcam a indicacéo
de que as duas benzoiltioureias estejam atuando no mecanismo de morte direta,
preferencialmente por apoptose, sobre as formas epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas de T. cruzi e ndo por inducdo da sintese de moléculas citotéxicas e

mediadoras do sistema imune.

6. CONCLUSAO E PERSPECTIVA

As benzoiltioureias sdo capazes de eliminar todas as formas evolutivas de T.
cruzi através da acao direta sobre o parasito. De acordo com o mecanismo de acao
de ambas as substancias, a morte celular das formas epimastigotas foram causadas
por apoptose, assim como, para as formas amastigotas intracelulares que néo
dependeram da ativacdo de vias de morte dos macrofagos. RTB62 apresentou
melhores atividades tripanocidas contra as trés diferentes formas evolutivas do
parasito.

Como perspectiva, novos estudos posteriores devem ser realizados para
avaliar o perfil de citocinas e outras moléculas envolvidas na imunomodulagéo. Além
de outras investigacdes sobre o mecanismo de acéo e de morte das substancias sobre
o0 protozoario flagelado. Benzoiltioureias mostraram resultados promissores no
combate aos parasitos causadores da doenca. Demonstrando grande potencial para
o desenvolvimento de possiveis substancias sintéticas antimicrobianas com
estruturas quimicas formadas por atomos de tioureia. E possivelmente para o
desenvolvimento de farmacos com melhor atividade e menos efeitos colaterais aos

pacientes portadores da doenca de Chagas.
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Figura 2. Benzoiltioureias RTB02 (A) e RTB62 (B) inibem o crescimento de formas
epimastigotas de T. cruzi. Epimastigotas foram tratados com concentracfes
crescentes (1,56 a 50 pg/mL) por 72 h a 28°C. Asteriscos indicam diferencas

significativas com relacéo ao grupo controle — CTRL (parasitos néo tratados) ***p <
0,001.
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Figura 3. Curva de crescimento de epimastigotas tratados com RTB02 (A) e RTB62
(B). Epimastigotas foram tratados com concentracdes crescentes (1,56 a 50 pg/mL) a
28°C. As contagens foram realizadas em intervalos de 24h por 4 dias. Parasitos sem
tratamento foram utilizados como controle (CTRL). Asteriscos indicam diferencas
significativas com relacéo ao grupo controle *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001.
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Figura 4. Benzoiltioureias RTB02 (A) e RTB62 (B) inibem a viabilidade de formas
tripomastigotas de T. cruzi. Tripomastigotas foram tratados com concentragdes
crescentes (3,12 a 50 pug/mL) por 24 h a 37°C. **p < 0,01, *** p < 0,001 indicam
diferencas significativas com relagdo ao grupo controle — CTRL (parasitos nao
tratados).
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Figura 5. Benzoiltioureias RTB02 (A) e RTB62 (B) inibem a proliferacdo das formas

amastigotas de T. cruzi. As células aderentes do exsudato peritoneal infectadas com

as formas amastigotas foram tratadas com concentragdes (1,56 a 25 pg/mL) RTB02
e (0,78 a 12,5 pg/mL) RTB62 por 48 h a 37°C. ** p < 0,001 indicam diferengas

significativas em relacdo ao grupo controle — CTRL (células nao tratadas).



63

Figura 6. Alteragdes Ultraestruturais em formas epimastigotas de T. cruzi tratados com
as Benzoiltioureias. Os parasitos foram tratados com concentragdes referentes a
inibicdo de 50 e 90% do crescimento (IC, 5,71 pg/mL e ICy, 21,41 pyg/mL) RTBO2,
(1C5, 0,98 pg/mL e 1G4, 9,37 pg/mL) RTB62 por 72h a 28°C. Controle de parasitos sem
tratamento exibiram organelas com morforlogia normal (A e B), epimastigotas tratados

com IC,, da RTB02 (C), IC,, RTB02 (D), IC,, RTB62 (E), IC,, RTB62 (F). Nucleo (n),

mitocéndria (m), kinetoplasto (K), Complexo de Golgi desorganizado (G) alteragbes

nos vacuolos (asteriscos pretos). Barras: A,B,Ce F: 0,5um; De E: 0,2 um
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a inibicéo de 50% e 90% do crescimento (ICso 5,71 pg/mL e 1C90 21,41 pg/mL) RTBOZ2,

(ICs0 0,98 pg/mL e ICo 9,37pg/mL) RTB62 por 72h a 28°C. Producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (A e B), corpos lipidicos (C e D), peroxidacéo lipidica (E
e F). Como controle positivo (CTRL+) foi utilizado peroxido de hidrogénio (H202). *p<

0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 indicam diferencas significativas em relagcdo ao grupo

controle ndo tratado (CTRL-).
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Figura 8. Mecanismo de agao das benzoiltioureias RTB02 e RTB62 sobre as formas
epimastigotas de T. cruzi. Os parasitos foram tratados com concentracdes referentes
a inibicdo de 50 e 90% do crescimento (ICso 5,71 pg/mL e 1Cg90 21,41 pg/mL) RTBO2,
(ICs0 0,98 pg/mL e 1Co0 9,37ug/mL) RTB62 por 72h a 28°C. Integridade de membrana
celular (A e B), potencial de membrana mitocondrial (C e D) e volume celular (E e F).
Setas correspondem as concentragdes testadas. Para o grupo controle foram
utilizados parasitos sem tratamento (CTRL-). *p< 0,05, **p < 0,01, *p < 0,001,

indicam diferencas significativas em relacdo ao grupo controle.



50004

4000 1

30004

20004

Nimero de parasitos (eventos)

1000 A

| iy

hi

Sub G0/G1

G0/G1

Fase S

G2/M

l cTrL
B o2 ic,

B o2 i1cy,
62 1c,,
1 62 1cy,

66

Figura 9. Benzoiltioureia RTB02 alteram o ciclo celular na fase G0/G1 das formas

epimastigotas de T. cruzi. Os parasitos foram tratados com concentragdes referentes
a inibigdo de 50% e 90% do crescimento (IC5, 5,71 pg/mL e ICy;21,41 pg/mL) RTBO2,

(IC5, 0,98 pg/mL e ICy, 9,37ug/mL) RTB62 por 24h a 28°C. Para o grupo controle

foram utilizados parasitos sem tratamento (CTRL-). **p < 0,01 indica diferencas

significativas em relacdo ao grupo controle.
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Figura 10. Benzoiltioureias RTB02 (A) e RTB62 (B) ndo aumentam a producéo de

EROs nem de NO (C e D) em células aderentes do exsudato peritoneal infectadas por

T. cruzi. As células foram tratadas com concentragfes crescentes (0,78 a 25 pg/ml).

M+Tc (macréfago infectado nado tratado), M (macrofago sem infeccdo e sem
tratamento. CTRL (Grupo controle nédo tratado). *p< 0,05, **p < 0,01, ** p < 0,001

indicam diferencas significativas comparados ao grupo controle.
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Figura 11. Benzoiltioureia RTB02 diminui os niveis de expressado génica de TGF-f3,
TNF-a e IL-10 (A) e HO-1 e Ferritina (B) e RTB62 aumenta a expressao de TGF- (A)
e diminui HO-1 (B) em células aderentes do exsudato peritoneal infectadas por T. cruzi
(A). As células foram tratadas por 48h com concentragfes referentes a inibicdo de
50% do crescimento das formas amastigotas, RTB02 (6,50 pg/mL) e RTB62 (6,85
png/mL). Os resultados da expressdo génica relativa produzidas pelas células
infectadas e tratadas com as benzoiltioureias foram comparadas ao grupo de células
infectadas néo tratadas (linha tracejada). *p< 0,05 indica diferengas significativas com

relagado ao grupo controle.
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