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RESUMO

PETRAVICIUS, P. O. Busca de novos compostos anti-Trypanosoma cruzi e mapeamento da
resisténcia natural a benznidazol em tripanossomatideos. 2018. 167 f. [Dissertacdo (Mestrado
em Parasitologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo;
2018.

A busca de novos compostos para o tratamento da doenca de Chagas (DC) e o entendimento
dos fatores envolvidos na resisténcia natural de cepas de Trypanosoma cruzi a benznidazol
(BZ), farmaco de primeira escolha no tratamento da DC, séo prioridades de pesquisa. Neste
estudo, quatro compostos derivados de quinazolina e quatro de oxadiazol tiveram sua
atividade avaliada contra formas epimastigotas de duas cepas de T. cruzi. Apenas 0 composto
4-(1H-benzo[d]imidazol-2-il-ti0)-6,7-metoxiquinazolina  mostrou  atividade tripanocida
promissora, com valores de Clsp da ordem de 14 pM. Por outro lado, esse composto
apresentou elevada citotoxicidade para células LLC-MK2, promovendo a morte de 70% das
células na concentracdo de 5 puM. Esta caracteristica ndo torna 0 composto atraente como um
candidato a farmaco para a DC. Em seguida, determinamos a sensibilidade a BZ in vitro em
espécies da familia Trypanosomatidae e em representantes de clados do género Trypanosoma,
totalizando 14 organismos. A atividade do composto foi avaliada em parasitos em fase
exponencial de crescimento, em meio de cultura e temperaturas adequadas, ap0s incubacao de
72h, utilizando o ensaio com o corante de tetraz6lio MTT. Foram consideradas espécies
sensiveis a BZ aquelas que apresentaram valores de Clso entre 3 e 25 uM: representantes do
género Trypanosoma (T. cruzi, T. c. marinkellei, T. rangeli e T. b. brucei) e P. serpens. Foram
consideradas espécies resistentes a BZ aquelas que tiveram uma inibicdo de crescimento
apreciavel apenas a partir de 40 uM: representantes do género Leishmania [L. (L.) infantum,
L. (V.) braziliensis, L. (L.) tarentolae e L. (L.) enriettii]; C. fasciculata, A. deanei, S. galati, T.
dionisii e Paratrypanosoma sp. A maior taxa de resisténcia foi observada nos isolados de T.
dionisii, C. fasciculata, S. galati, L. (V.) braziliensis e L. (L.) enriettii nos quais a inibig&o do
crescimento promovida por 160 uM de BZ é da ordem de 20%. Um dos fatores que podem
estar relacionados com a resisténcia a BZ em Leishmania refere-se a taxa de captacdo do
farmaco, que, em L. (L.) infantum, é cerca de 6 vezes menor que em T. cruzi. Por sua vez, P.
serpens (sensivel a BZ) apresenta a mesma taxa de captacéo de T. cruzi. Objetivando analisar
caracteristicas de proteinas previamente associadas com a resisténcia a BZ em T. cruzi,
resgatamos em bancos de dados de tripanossomatideos as sequéncias da Nitroredutase |
(NTR), da Old Yellow Enzyme (OYE), da Fe-superdxido dismutase A (FeSOD-A) e do
transportador ABCG1. Encontramos ortélogos de NTR, FeSOD-A e ABCG1 em todas as
espécies. Ndo encontramos ortélogos de OYE em P. serpens e em tripanossomas Africanos.
O alinhamento das sequéncias é aqui mostrado. Arvores filogenéticas foram construidas para
as quatro proteinas, observando-se que as arvores da NTR, da FeSOD-A e de ABCG1 seguem
o0 padrao filogenético de evolucao das espécies obtido por marcadores moleculares classicos.
Os dados obtidos neste estudo serdo Uteis para investigacdes futuras, visando avaliar a
atividade dos marcadores de resisténcia putativos e/ou o efeito da superexpressédo ou
silenciamento dos genes correspondentes.

Palavras-chave: Derivados de quinazolina e de oxadiazol. Resisténcia natural a benznidazol.
Tripanossomatideos. Nitroredutase I. Old yellow enzyme. Superdxido dismutase dependente
de ferro. Transportador ABCGL. Filogenia.



ABSTRACT

PETRAVICIUS, P. O. Search for new anti-Trypanosoma cruzi compounds and mapping of
the natural resistance to benznidazole in trypanosomatids. 2018. 167 p. [Dissertation (MSc in
Parasitology)]. Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo;
2018.

The search for new compounds for the treatment of Chagas disease (CD) and the
understanding of the elements involved in the natural resistance of Trypanosoma cruzi strains
to benznidazole (BZ), the first choice drug for the treatment of CD, are research priorities.
Here, four compounds derived from quinazoline and four from oxadiazol had their activity
evaluated against epimastigote forms of two T. cruzi strains. Only 4-(1H-benzo[d]imidazol-2-
yl-thio)-6,7-methoxyquinazoline showed promising trypanocidal activity, with I1Cso values of
~ 14 pM. On the other hand, this compound had high cytotoxicity to LLC-MK2 cells,
promoting the death of 70% of the cells at 5 uM concentration. This feature does not make the
compound attractive as a drug candidate for CD. Next, we determined BZ in vitro sensitivity
in species of the Trypanosomatidae family and in representatives of Trypanosoma clades,
totalizing 14 organisms. The drug activity was evaluated in parasites in the exponential
growth phase, in appropriate culture medium and temperatures, after incubation for 72h, using
the MTT tetrazolium dye assay. BZ-susceptible species were considered those that exhibited
ICso values from 3 to 25 uM: representatives of the genus Trypanosoma (T. cruzi, T. c.
marinkellei, T. rangeli, and T. b. brucei) and P. serpens. BZ-resistant species were considered
those that had significant growth inhibition only from 40 uM: representatives of the genus
Leishmania [L. (L.) infantum, L. (V.) braziliensis, L. (L.) tarentolae, and L. (L.) enriettii]; C.
fasciculata, A. deanei, S. galati, T. dionisii and Paratrypanosoma sp. The highest resistance
rate was observed in T. dionisii, C. fasciculata, S. galati, L. (V.) braziliensis and L. (L.)
enriettii isolates, in which 20% growth inhibition was promoted by 160 uM BZ. One of the
factors that may be related to BZ resistance in Leishmania refers to the rate of drug uptake,
which in L. (L.) infantum is about 6-fold lower than in T. cruzi. In turn, P. serpens (sensitive
to BZ) presents the same rate of T. cruzi uptake. In order to analyze the characteristics of
proteins previously associated with BZ-resistance in T. cruzi, we retrieved from
trypanosomatid databases the sequences of Nitroreductase | (NTR), Old Yellow Enzyme
(OYE), Fe-superoxide dismutase A (FeSOD-A) and the ABCG1 transporter. NTR, FeSOD-A
and ABCG1 orthologs were found in all species. OYE orthologs were not represented in P.
serpens and African trypanosomes. Sequence alignments are here presented. Phylogenetic
trees were constructed for the four proteins, showing that the NTR, FeSOD-A and ABCG1
trees follow the phylogenetic pattern of evolution of the species obtained by classical
molecular markers. The data reported in this study will be valuable for future investigation
aimed at assessing the activity of putative drug resistance markers and/or the effect of the
overexpression or silencing of the corresponding genes.

Key words: Quinazoline and oxadiazol derivatives. Benznidazole resistance.
Trypanosomatids. Nitroreductase I. Old yellow enzyme. Fe-superoxide dismutase. ABCG1
transporter. Phylogeny.
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1 INTRODUCAO
1.1 A DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC) foi descrita por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em
1909. Esta descoberta representa um marco historico na medicina brasileira, pois este
sanitarista foi o Unico cientista na histéria da medicina de nosso pais a descrever
integralmente uma doenca infecciosa, o patdgeno, o inseto vetor, os hospedeiros mamiferos,
as manifestacdes clinicas e a epidemiologia do parasito.

A DC é endémica em 21 paises da América Latina e, de acordo com estimativas
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO: World Health Organization), o nimero de
pessoas infectadas no mundo esta em torno de sete a oito milhGes (OMS, 2017a). Estatisticas
publicadas em 2012 indicam que cerca de 14 000 mortes ocorrem anualmente na América
Latina (MARTINS-MELO et al. 2012).

Por se tratar de uma doenca infecciosa endémica, a qual afeta populagdes com
baixo poder aquisitivo, a DC faz parte da lista de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN),
para as quais 0s investimentos em pesquisas para seu combate sdo ainda escassos (OMS,
2017b).

A transmissdao da DC pode ocorrer via insetos vetores, transfusdo sanguinea,
transplante de dérgdos, de forma congénita, em acidente laboratorial ou por via oral, caso seja
ingerido alimento contaminado (OPAS, 2009). Em mar¢o de 2000, o Programa de Controle
da Doenca de Chagas (PCDCh) concedeu a certificacdo para alguns Estados brasileiros por
terem conseguido eliminar a transmissdo da DC pelo vetor Triatoma infestans (RAMOS;
CARVALHO, 2001). Em 2006, a OMS certificou a eliminagéo da transmissdo da DC por via
transfusional e pelo T. infestans no Brasil (FERREIRA; SILVA, 2006; MALAFAIA;
RODRIGUES, 2010).

A transmissdo congénita ou transplacentaria pode ocorrer em qualquer periodo de
gestacdo, com maior frequéncia no Ultimo trimestre, ou durante o parto (CEVALLOS;
HERNANDEZ, 2014). Nos ltimos anos, varios relatos descreveram microepidemias e surtos
de DC aguda em algumas regifes do Brasil, Venezuela e Colémbia, atribuidas a infeccdo oral
(YOSHIDA et al. 2008).

Com a globalizacdo, houve aumento da migracdo de pessoas infectadas e
aparecimento de complicacfes da doengca em imigrantes da America Latina vivendo em

paises onde a DC ndo € endémica e ndo ha vetores. Nestes paises, a transmissao pode ocorrer
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via transfusdo sanguinea, congénita ou por transplante de 6rgdos (OPAS, 2009; COURA;
VINAS, 2010).

A DC apresenta duas fases: a fase aguda e a fase cronica. A fase aguda é
assintomatica na maior parte dos individuos. Nos individuos sintomaticos podem ocorrer 0s
seguintes sintomas: mal-estar, febre prolongada, aumento do figado, bago e nddulos linfaticos,
edema subcutaneo e, nos casos nos quais houve transmissao da infeccéo por via vetorial, pode
ser observado o sinal de Romafia, quando a picada do inseto triatomineo ocorrer proxima ao
olho (RASSI et al. 2010). Na fase aguda, a parasitemia ¢é elevada e pode ser diagnosticada por
exame microscépico do sangue, sorologia para IgG e IgM, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR: Polymerase Chain Reaction) (principalmente na fase crbnica) ou por exames
parasitologicos (xenodiagnéstico e hemocultura). Apos a infeccdo, o sistema imune do
individuo é ativado e sua resposta induz a reducdo da parasitemia, mas ndo a cura.

Passada a fase aguda, que pode durar de um a dois meses, inicia-se a fase cronica,
com quadros clinicos muito varidveis, indo desde a infeccdo assintomatica, até casos graves
da doenca que podem levar a morte. Cerca de 60 a 70% dos individuos ndo desenvolvem
manifestacdes clinicas (forma indeterminada). Por outro lado, 30 a 40% dos pacientes irdo
desenvolver manifestacBes cardiacas (cardiomiopatia chagasica), digestivas (megacdlon e/ou
megaesOfago) ou mistas (cardiodigestivas) (RASSI et al. 2010). Este fato, aliado aos longos
periodos de sofrimento e a uma vida de incapacitacdo, comum entre pacientes cronicos, tém
grande impacto na produtividade (CONTEH; ENGELS; MOLYNEUX, 2010).

1.2 O AGENTE ETIOLOGICO DA DOENCA DE CHAGAS

A DC é uma enfermidade causada pelo parasito Trypanosoma cruzi, cujo nome é
uma homenagem ao D.r Oswaldo Gongalves Cruz por sua contribuigdo na primeira infeccao
experimental feita com este parasito, cuja identificacdo, como uma espécie nova, foi feita por
Carlos Chagas (SOUZA, 1999). Este parasito € um protozoario flagelado, que pertence ao
reino Protozoa, infrarreino Excavata, filo Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma. Esse género € constituido
por espécies cujo ciclo evolutivo é heteroxénico ou digenético, oscilando entre hospedeiros
invertebrados e vertebrados. Na Tabela 01 s8o descritos os membros da familia

Trypanosomatidae e algumas de suas caracteristicas.
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Os hospedeiros invertebrados, principais vetores do T. cruzi, sdo insetos da
familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, conhecidos popularmente como "barbeiros", e
distribuidos por todo o continente americano. Mais de 72 espécies foram encontradas com
infeccdo natural pelo parasito, sendo as espécies dos géneros Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus os principais vetores envolvidos na transmisséo do T. cruzi (OPAS, 2009;
MALAFAIA; RODRIGUES, 2010; SIQUEIRA-BATISTA et al. 2011; OMS, 2017b).

Tabela 01: Membros da familia Trypanosomatidae e suas caracteristicas bioldgicas.
Adaptado de Stevens et al. (2001).

Género Morfologia Hospedeiros Vetores Tipo de ciclo
Bastocrithidia Eplmastlgot_a, amastigota, Insetos, i
cisto carrapatos
Crithidia Coanomastigota Insetos -
Herpetomonas P(omastlg_ota, Insetos -
opistomastigota (e
Monogenéticos

Insetos,

Leptomonas Promastigota, cisto nematodas, -
ciliados

Rhynchoidomonas Tripomastigota - sem Diptera -

membrana ondulante
Amastigota, promastigota,
Endotrypanum epimastigota, Preguigas Flebotomineos
tripomastigota

Leishmania Amastigota, promastigota M?g;]gftgoss € Flebotomineos Digenéticos
Phytomonas Promastigota Plantas floridas Hemipteras
Amastigota, epimastigota, Artropodes,
Trypanosoma tripomastigota Vertebrados Sanguessugas

O T. cruzi tem um amplo espectro de hospedeiros mamiferos, sendo reportada a
infeccdo em mais de 150 espécies. Todos os mamiferos sdo considerados sensiveis a infeccao,
enquanto aves e répteis, aparentemente, ndo sdo sensiveis. Marsupiais e tatus sdo 0s
reservatorios silvestres mais importantes, enquanto cdes, gatos, ratos e camundongos atuam
como reservatérios domésticos (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000; OPAS,
2009; SIQUEIRA-BATISTA et al. 2011).

No homem, o ciclo de vida do T. cruzi (Figura 01) se inicia quando o vetor
triatomineo, ao se alimentar do sangue do hospedeiro, elimina em suas fezes e urina o parasito
em sua forma alongada (tripomastigotas metaciclicos). Os metaciclicos infectam o hospedeiro
através de mucosas ou ferimentos da pele. As formas tripomastigotas metaciclicas sdo

altamente infectantes, podendo invadir macrofagos, fibroblastos ou células epiteliais, entre



31

outras. No citoplasma das células, a forma tripomastigota se diferencia na forma arredondada
(amastigota) que prolifera por varios ciclos de fissdo binaria. Em seguida, as formas
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas e s@o liberadas pela ruptura das células. Ao
atingir a corrente sanguinea, as formas tripomastigotas sao disseminadas para diversos 6rgaos,
invadindo varios tipos celulares onde realizam seu ciclo intracelular. Se um triatomineo picar
um hospedeiro infectado, ao ingerir seu sangue, podera se contaminar, tornando-se vetor da
doenga (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000; OPAS, 2009; MURCIA et al.
2013).

Estagios no Vetor Inseto Estagios no Hospedeiro Humano

Os tripomastigotas

Oinseto triatomineo, durante o repasto s 8
metaciclicos invadem

sanguineo, pica o hospedeiro e defecano o :
local dapicada, depositando os parasitos. Rarias ‘celulas do
hospedeiro, aonde se
Os epimastigotas dg diferenciam em
diferenciam-se em formas / » / amastigotas.
tripomastigotas % 7=

metaciclicos na porgio
terminal dotubo digestivo. O

epxmastlgotas % %

dividem-se por
fisséo binaria.

Os amastigotas
multiplicam-se no
interior dacélula, por
fissfio binéria, e
diferenciam-se em
tripomastigotas

tripomastigotas
podem infectar
novas células de
diferentes

Os tnpomastlgotas érgdos e tecidos.

diferenciam-se em
epimastigotas na porgéo medxa

dotubo digestivo do vetor. \
/ \ ,@ Os tripomastigotas rompem as
QOinseto triatomineo durante o celulasl gaAo.paraa "'0“_'8’“8
sanguinea ou sio ingeridos

repasto sanguineo ingere os

tripomastigotas pelo inseto vetor.

Figura 01: Ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi. Adaptado de CDC (2017).

O genoma de T. cruzi esta distribuido no nucleo (nDNA) e na mitocdndria Unica,
numa estrutura denominada cinetoplasto. O DNA mitocondrial é conhecido como kDNA
(kinetoplast em inglés). O nDNA do T. cruzi é composto por trés tipos de sequéncias: as
codificadoras de proteinas; as codificadoras de RNA e as ndo codificadoras. Muitas destas
sequéncias sdo repetitivas (EL-SAYED et al. 2005). O KDNA representa cerca de 20 a 25%
do DNA total do parasito. Estd arranjado em dois tipos de moléculas circulares: o0s
minicirculos e o maxicirculo. O maxicirculo corresponde ao genoma mitocondrial, contendo
genes que codificam RNAs ribossdmicos (rRNAs) e subunidades dos complexos da cadeia
respiratoria. Curiosamente, os transcritos de varios genes codificadores de proteina precisam

ser processados. Nesse processamento atuam RNAs guia (gRNAs) codificados pelos
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minicirculos. Em funco de sua abundancia, os minicirculos tém sido empregados em testes
diagndsticos por PCR (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000).

T. cruzi € um complexo de isolados que apresentam diferencas biologicas,
bioquimicas e imunologicas. Estudos de genética de populacdo forneceram evidéncias
convincentes de que T. cruzi € um organismo diploide, que possui uma estrutura populacional
clonal, na qual diferentes clones evoluem por reproducdo clonal (fissdo binéaria) e pelo
acumulo de mutacdes discretas (TIBAYRENC et al. 1986). Inicialmente, postulou-se que esse
modelo ndo seria afetado por eventos de trocas genéticas que seriam raros (TIBAYRENC,;
AYALA, 2002). No entanto, a analise de uma série de marcadores nucleares e do KDNA
mostrou que eventos de recombinagdo entre isolados do parasito sdo frequentes e séo
responsaveis pela estrutura de diversas populacdes de T. cruzi (ZINGALES et al. 2012;
MESSENGER; MILES, 2015).

Isolados de T. cruzi, também denominados cepas, apresentam diferencas em
parametros biolégicos, como viruléncia, patogenicidade e especificidade para hospedeiros
mamiferos, o que estimulou a busca por marcadores moleculares que fossem capazes de
reunir os isolados em grupos discretos, possibilitando esclarecer suas caracteristicas
epidemiologicas (ZINGALES et al. 1999). A partir da decada de 70, vérios laboratérios
desenvolveram estudos nesse sentido, resultando na definicdo de grupos de isolados que
receberam diferentes denominagdes. Visando homogeneizar a nomenclatura dos grupos e
permitir a comunicacdo entre pesquisadores que trabalham em DC, um Comité de Expertos
recomendou que o taxon de T. cruzi fosse dividido em seis grupos Tcl-TcVI (ZINGALES et
al. 2009), denominados unidades discretas de tipagem (DTU: Discrete Typing Unit), onde a
DTU é definida como um conjunto de isolados identificados por marcadores moleculares
comuns (TIBAYRENC, 1998). Mais recentemente, com base numa série de marcadores
moleculares, populacdes de parasitos restritas a morcegos (Tcbat) (MARCILI et al. 2009)
foram consideradas a sétima DTU, denominada Tchat (LIMA et al. 2015).

Gracas ao desenvolvimento de esquemas de tipagem molecular simples
(ZINGALES et al. 2012), que podem ser praticados em laboratérios de paises de doenca
endémica, foi possivel estabelecer a distribuicdo geografica e eco-epidemioldgica das DTUs
(Tabela 02).



33

Tabela 02: Associacbes de DTUs de T. cruzi com hospedeiros silvestres, vetores e
localizagdo geografica. Adaptado de Zingales et al. (2012) e Lima et al. (2015).

Hospedeiros

DTUs . Vetores Localizacdo
silvestres
Tcl Prmupalmente Espécies de Rhodnius América do Norte, Central e Sul
gambas
Pouco conhecidos.
Tcll  Alguns primatas e Triatoma infestans Paises do Cone Sul
tatus
Tclll Prmc;g{aulgnente P. geniculatus Ameérica do Sul
. . Rhodnius, Panstrongylus, -
TclV  Primatas e quatis Triatoma Ameérica do Norte e Sul
. . Paises do Cone Sul, Gran Chaco e

TcV  Pouco conhecidos Pouco conhecidos extremo sul do Brasil

TcVI  Pouco conhecidos Pouco conhecidos Paises do Cone Sul e Gran Chaco
Tchat Morcegos Cimicidios Brasil, Panama e Colémbia

Na Figura 02 apresenta-se a distribuicdo geografica das DTUs prevalentes em
humanos desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina (ZINGALES, 2017). Na figura, a
linha tracejada separa as regifes geograficas de acordo com as patologias da DC:
cardiomiopatia chagésica crénica (CCC) e forma digestiva (DIG).

Tcl e prevalente em pacientes do Mexico, paises da América Central, paises
Andinos, e na Amazbnia. As apresentacbes clinicas promovidas por Tcl incluem
cardiomiopatias severas, sendo rara a forma digestiva. Nos paises do Cone Sul, Tcll, TcV e
TcVI séo os principais responsaveis pela DC. Tcll predomina no Brasil central e no leste do
pais; TcV na Argentina, Bolivia e Paraguai, e TcVI na regido do Grao Chaco (ZINGALES et
al. 2012). No Cone Sul, a cardiomiopatia chagasica pode ser severa e um numero de
pacientes, que varia de acordo com a regido geografica, pode desenvolver megacélon e

megaesofago.
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Figura 02: Distribuicdo geografica de DTUs de T. cruzi prevalentes em humanos e das
manifestagdes da DC. CCC: cardiomiopatia chagasica crbnica; DIG: forma digestiva.
Adaptado de Zingales (2017).

O conhecimento da epidemiologia molecular do T. cruzi é uma etapa importante
para o desenho de estratégias de controle da DC e a busca de novos tratamentos para esta

doenca.

1.3 QUIMIOTERAPIA PARA A DOENCA DE CHAGAS

As opcBes de tratamento da DC estdo limitadas a dois farmacos
nitroheterociclicos: Benznidazol (BZ) (Rochagan/LAFEPE e Abarax/ELEA) e Nifurtimox
(NFX) (LAMPIT/Bayer) (Figura 03).
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De acordo com diretrizes do Ministério da Saude (2005), o tratamento com esses
quimioterapicos é recomendado em todos 0s casos de fase aguda, nos acidentes laboratoriais e
nas formas congénitas. Na fase crbnica, recomenda-se o tratamento em criancas de até 12
anos e em idosos; nos coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV: Human
Immunodeficiency Virus) que desenvolveram sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS:
Acquired Immunodeficiency Syndrome); e nos pacientes chagasicos que estdo recebendo
medicamentos imunossupressores devido a transplantes. Por outro lado, varios pesquisadores
acreditam que todos os pacientes cronicos assintomaticos devam ser tratados a fim de reduzir
a probabilidade de virem a desenvolver as patologias da DC como também para dificultar a
transmissdo do parasito (RASSI et al. 2010).

Ambos os medicamentos apresentam efeitos colaterais, que podem determinar a
interrupcdo do tratamento. Esses efeitos incluem dermatite alérgica, prurido, febre e
intolerancia gastrointestinal, entre outros (CHATELAIN, 2015). Outros fatores criticos para o
uso do NFX e BZ sdo a baixa taxa de cura no tratamento da doenga cronica (~20 a 30% de
cura parasitologica) e a longa duracdo do tratamento (60 dias para BZ e 90 a 120 dias para
NFX). BZ é considerado o tratamento de primeira linha, enquanto NFX, devido aos efeitos
colaterais mais sérios, estd reservado para pacientes que nao toleram o BZ (MURCIA et al.
2013; BERMUDEZ et al. 2016).

As razbes para as falhas terapéuticas ndo sdo conhecidas, mas podem ser
resultantes de diferencas na sensibilidade das cepas do parasito aos farmacos (resisténcia
natural, ver abaixo); dificuldade de acesso da droga ao parasito intracelular (URBINA, 2010)
e/ou caracteristicas genetico-imunoldgicas do paciente (YUN et al. 2009).

A diversidade de sensibilidade a BZ e NFX entre as cepas do parasito esta

amplamente ilustrada em sistemas in vitro e em modelos de infeccdo experimental (FILARDI;
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BRENER, 1987; MURTA et al. 1998; DE ORNELAS TOLEDO et al. 2003; entre outros).
Em trabalho seminal, Filardi e Brener (1987) investigaram a eficacia do tratamento com BZ e
NFX na fase aguda da infeccdo murina com 47 cepas de T. cruzi, derivadas de humanos,
vetores e reservatorios silvestres. Os autores concluiram que, dependendo da cepa, as taxas de
cura variavam de zero a 100%. Utilizando um valor de corte de 50% de cura, 0s autores
classificaram as cepas em sensiveis e naturalmente resistentes aos farmacos. A designacéao
“naturalmente resistente” deve ser entendida como “resisténcia inata” para diferencia-la da
“resisténcia selecionada por pressdo com o farmaco”. A emergéncia da resisténcia aos
farmacos disponiveis € um problema global muito sério que afeta doencas em geral.

Embora seja prioritaria a busca de novos farmacos para o tratamento da doenga de
Chagas, o entendimento das causas que determinam a resisténcia natural aos unicos farmacos

disponiveis € também de elevada relevancia.

1.4 HISTORICO DO USO DE BENZNIDAZOL PARA O TRATAMENTO DA DC

Tendo em vista que um dos objetivos do presente estudo é investigar a evolucgdo
da sensibilidade a BZ em alguns tripanossomatideos, foi feita, a seguir, uma breve revisao da
descoberta do uso de BZ no tratamento da DC e do possivel mecanismo de acdo desse
farmaco.

A utilizacdo do BZ para o tratamento da DC é decorrente de um longo histérico
de descobertas apds a descricdo da DC por Carlos Chagas em 1909. Segundo consta, em 1933
foi feita a primeira tentativa de tratar camundongos infectados utilizando derivados de
bismuto, e em 1937 foram testadas bisquinaldinas neste mesmo modelo animal (BRENER,;
ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000). No entanto, em 1949 foram reportadas diferencas na
resisténcia natural de duas cepas de T. cruzi para derivados de bisquinaldina (BRENER,
1984). Durante e ap6s a Segunda Guerra Mundial diversos farmacos foram testados para o
tratamento da DC em animais de laborat6rio e em pacientes infectados, sem, no entanto, haver
a cura parasitolégica (BRENER, 1975). Em 1967, foram testados derivados de 2-
nitroimidazol, dos quais, um, o BZ, apresentou boa atividade contra T. cruzi (BRENER,
1984). Este principio ativo passou a ser comercializado pela ROCHE, para o tratamento da
DC, por volta de 1970.
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1.5 MECANISMOS DE ACAO DO BENZNIDAZOL

Em 1978, Polak e Richle estudaram o efeito do BZ contra formas epimastigotas
de T. cruzi e concluiram que cerca de 5 pg/mL de BZ s@o necessarios para provocar 50% de
danos ao parasito durante um periodo de incubagdo de trés dias. Os autores relatam efeitos
letais em um curto periodo de tempo sobre parasitos presentes no sangue de camundongos
tratados com concentracdes elevadas de BZ (100 pg/mL). Também notaram que, nas mesmas
concentragdes de BZ, a respiragdo do parasito ndo era inibida imediatamente, pois nas
primeiras horas ocorria um aumento do consumo de oxigénio, seguido de um declinio apos as
seis primeiras horas até se manter constante apds 49h. Nessa condigdo, 0s parasitos
respiravam aproximadamente 50% menos do que no inicio do ensaio. Os autores nédo
detectaram respiracdo anaerdbia significativa. Para determinar se o BZ atuaria na formacao de
constituintes celulares vitais, Polak e Richle (1978) analisaram o efeito do farmaco na sintese
de proteinas, RNA e DNA, e concluiram que o BZ inibe principalmente a sintese proteica e de
RNA.

Diversos pesquisadores acrescentaram informacdes a respeito do mecanismo de
acao de BZ. Moreno e colaboradores (1982) mostraram que o0 consumo de oxigénio aumenta
em microssomos hepaticos de ratos quando BZ é adicionado a mistura reacional contendo
NAD(P)H (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida). Além disso, os autores
verificaram a participacdo da NAD(P)H-citocromo P450 redutase no processo. Curiosamente,
foi verificado que BZ inibe o crescimento de T. cruzi em concentragdes que ndo estimulam a
formacdo de oxigénio molecular (O2), nem a geracdo de perdxido de hidrogénio (H202),
sugerindo que o efeito tripanocida ndo depende do efeito dos radicais de oxigénio (MORENO
et al. 1982).

Em contrapartida, Diaz de Toranzo et al. (1988) mostraram que formas
epimastigotas de T. cruzi metabolizam o BZ, o que resulta em sua ativacdo e, subsequente
ligacdo dos metabolitos reativos em DNA, proteinas e lipidios.

Stoppani (1983) estudou a captacdo (uptake) e o metabolismo de NFX em trés
cepas de T. cruzi e sugeriu que diferencas na captacdo do farmaco podem ser responsaveis por
diferencas na sensibilidade. Estudos analogos com BZ né&o foram realizados por este autor.

Os conhecimentos atuais indicam que BZ é uma pré-droga que necessita ser
ativada por nitroredutases do parasito para exercer os efeitos tripanocidas. Duas classes de

nitroredutases (NTR), de tipo I e de tipo Il, podem catalisar a redu¢do do grupo nitro ligado ao
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anel aromatico do farmaco (CAMPOS et al. 2014; WILKINSON; KELLY, 2009; HALL,;
WILKINSON; 2012). O comprometimento da atividade destas enzimas por mutagdes ou
delecdo génica pode conferir resisténcia ao BZ (BERMUDEZ et al. 2016; CAMPOS et al.
2014).

Em T. cruzi e T. brucei as NTRs de tipo | sdo mitocondriais e, aparentemente, tém
origem bacteriana (WILKINSON et al. 2008). Essas enzimas contém como grupo prostético o
mononucleotidio de flavina (FMN) e catalisam a transferéncia de dois elétrons para o
substrato alvo, formando um intermediario nitroso. Em seguida, as NTRs promovem uma
segunda reducdo de dois elétrons para gerar uma hidroxilamina utilizando NAD(P)H como
coenzima (Figura 04). Ensaios in vitro com BZ e a enzima recombinante de T. cruzi e de T. b.
brucei mostram que a hidroxilamina é convertida, via intermediarios de nitrénio e hidroxi, em
dihidro-di-hidroxiimidazol, o qual se dissocia produzindo o agente glioxal que é citotdxico e
mutagénico (Figura 04) (HALL; WILKINSON; 2012). Por outro lado, a analise por
espectrometria de massa dos metabolitos formados in vivo apds incubagdo de formas
epimastigotas com BZ ndo mostrou a formacdo de glioxal, mas sim, a reducédo dos niveis de
varios tidis e o aumento de adutos formados entre os produtos da reducdo de BZ e tidis de
baixo peso molecular (TROCHINE et al. 2014). Com base nesses dados e uma vez que 0s
estudos in vitro mostraram que a producédo de glioxal é lenta (HALL; WILKINSON; 2012) é
improvavel que a acdo de BZ ocorra via produgdo de glioxal (PATTERSON; WYLLIE,
2014).

A NTR de tipo | de T. cruzi (TcNTR) foi implicada na resisténcia a BZ obtida por
pressdo seletiva in vitro (WILKINSON et al. 2008; MEJIA et al. 2012). Clones de uma cepa
Colombiana obtidos a partir deste processo apresentaram perda da atividade da TcNTR, seja
por perda de um dos alelos génicos, seja por mutacdes missense na regido central da fase
aberta de leitura do gene (MEJIA et al. 2012). No entanto, tais alteracdes no gene da TcNTR
ndo foram observadas em isolados de T. cruzi naturalmente resistentes a BZ (MEJIA et al.
2012). Isto sugere que os dois processos de resisténcia ao farmaco (natural e selecionada in
vitro) ocorram por mecanismos diferentes e que outros fatores, além da TcNTR, atuariam na
resisténcia (CAMPOS et al. 2014).
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Figura 04: Mecanismo de acdo proposto para BZ via ativacdo por NTR do tipo I. Adaptado
de Patterson; Wyllie (2014).

Na ativacdo de nitroderivados também foram implicadas NTRs de tipo I,
sensiveis ao oxigénio. Estas enzimas catalisam a reducdo de um elétron do grupo nitro do BZ,
produzindo um anion radical. Na presenca de oxigénio, este radical sofre auto-oxidacdo com
oxigénio molecular que parcialmente reduz e regenera o farmaco, havendo producéo de anion
superoxido (O2), que gera estresse oxidativo no parasito (MAYA et al. 2007; HALL,;
WILKINSON, 2012; BERMUDEZ et al. 2016; WILKINSON; KELLY, 2009). O O
formado sofre dismutacdo catalisada pela superoxido dismutase (SOD) produzindo O: e
H.0,. Estes, na presenca de ion férrico (Fes*), formam o radical livre hidroxila (OH), o qual
se liga a lipidios, proteinas e DNA, causando danos (Figura 05) (MAYA et al. 2007).
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Figura 05: Mecanismo de agéo proposto para BZ via ativagdo por NTR do tipo Il. T(SH):
tripanotiona; GSH: glutationa. Adaptado de Maya et al. (2007).

Superdxido dismutases (SODs) sdo um grupo de metaloenzimas que possuem
intensa acdo antioxidante e que protegem células e diversos patdgenos das espécies reativas
de oxigénio. E interessante notar que tripanossomatideos e outros parasitos protozoarios
contém apenas SODs ligadas a Fe, ao passo que, em mamiferos, as SODs sdo ligadas a cobre-
zinco e manganés.

Algumas evidéncias apoiam a participacdo de Fe-SODs no mecanismo de acéo de
BZ. Quatro isoformas de Fe-SOD, duas encontradas tanto no citossol como no glicossoma
(SODB1 e SODB2) e duas mitocondriais (SODA e SODC) foram descritas em T. brucei
(DUFERNEZ et al. 2006; HALL; WILKINSON, 2012). T. brucei e T. cruzi com niveis
geneticamente alterados de SODB1 mostraram-se mais sensiveis ao BZ do que os controles,
sugerindo que perturbacdes desta enzima levem a um desequilibrio do metabolismo do O
(HALL; WILKINSON, 2012). Foi descrito ainda que parasitos com niveis baixos ou nulos de
atividade de SODB1 sdo mortos por Oz, enquanto que parasitos com niveis elevados da
enzima sao afetados por H202 (HALL; WILKINSON, 2012; WILKINSON; KELLY, 2009).
Temperton et al. (1998) observaram que a superexpressdo do gene que codifica a SODB1
citossolica (GenBank AAB39949.1) promovia um aumento na sensibilidade ao BZ. Por outro
lado, em trabalho posterior, Nogueira et al. (2006) verificaram que parasitos com resisténcia a
BZ selecionada in vitro por pressdo com o farmaco apresentavam superexpressdao da
TcFeSOD-A (GenBank AAX84934.1). Os autores levantaram a possibilidade de que nestes
parasitos haveria também a superexpressdo de outras enzimas antioxidantes envolvidas no
metabolismo de H20: e, desta forma, ocorreria a detoxificacao do hidroperdéxido, promovendo

o fenotipo de resisténcia.
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Parasitos selecionados para resisténcia a BZ in vitro apresentam expressoes
alteradas de outras enzimas, incluindo componentes do sistema de defesa oxidativo do
parasito, sugerindo que um mecanismo alternativo pode ser responsavel pela atividade
tripanocida desta droga (HALL; WILKINSON, 2012; BERMUDEZ et al. 2016). Por
exemplo, a tripanotiona (T(SH)2) e a glutationa (GSH) do parasito que neutralizariam, por
conjugacao, os metabdlitos derivados do BZ e os radicais livres (MAYA et al. 2007).

Até o momento ndo ha dados que permitam correlacionar as falhas terapéuticas a
BZ ou a NFX com a capacidade intrinseca do T. cruzi de adquirir resisténcia aos farmacos por
pressdo seletiva. Este conhecimento € relevante, pois tem implicacdes diretas no

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da DC.

1.6 NOVOS TRATAMENTOS PARA A DOENCA DE CHAGAS

Tendo em vista as falhas terapéuticas na fase crénica dos dois Unicos farmacos
disponiveis para a DC, a busca de novos compostos, de administracdo oral, que tenham um
tratamento de mais curta duragdo, com menos efeitos colaterais e que sejam ativos contra
todas as cepas do parasito € de elevada prioridade (OMS, 2012).

Uma série de alvos do parasito esta sendo explorada para novas terapias para a
DC. Dentre eles, citam-se varias classes de proteases, enzimas da via de biossintese do
ergosterol, da via glicolitica, do metabolismo dependente de grupos tidis, e DNA
topoisomerases (DIAS et al. 2009).

Na busca por moléculas relevantes, um nimero elevado de compostos esta sendo
investigado por um processo de Ultima geracdo chamado de triagem de alta produtividade
(HTS: high throughput screening). Utilizando um sistema de ensaios fenotipicos em célula
total (whole-cell phenotypic assays) a GlaxoSmithKline fez a triagem de um conjunto de 1,8
milhdes de compostos contra 0s kinetoplastideos patogénicos Leishmania (L.) donovani, T.
cruzi e T. brucei. A citotoxicidade para células de mamiferos de candidatos promissores foi
investigada e o putativo alvo biologico foi inferido com ferramentas de bioinformaética.
Atualmente, cerca de 200 compostos promissores para cada parasito estdo elencados, cujos
alvos seriam quinases, proteases e citocromos (PENA et al. 2015). O conjunto de compostos
esta disponivel para a comunidade para o prosseguimento de estudos de descoberta de novos

farmacos.
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O reposicionamento de farmacos (Drug repurposing), originalmente licenciados
para outras doencas, emerge como uma estratégia atraente para novas terapias para doencas
negligenciadas. Esta estratégia apresenta a vantagem potencial de facilitar um
desenvolvimento rapido e de menor custo, uma vez que o0s ensaios pré-clinicos e clinicos
podem ser baseados em dados j& disponiveis.

Para a DC alguns derivados azolicos antiflngicos, inibidores da biossintese de
ergosterol, foram considerados candidatos promissores. Isto porque, T. cruzi como fungos
dependem do ergosterol endogeno para a formacdo de membranas, divisdo celular, e
desenvolvimento. Os compostos azdlicos: Posaconazol, Ravuconazol e E-1224 (pré-droga do
Ravuconazol) alcancaram triagens clinicas avangadas como candidatos a farmacos anti-T.
cruzi. O primeiro ensaio clinico, CHAGASAZOL, foi conduzido na Espanha e tinha como
objetivo comparar o efeito de BZ com o do Posaconazol, administrado em duas doses por 60
dias. O resultado do ensaio mostrou a falha do Posaconazol em manter uma resposta
sustentavel durante o seguimento dos pacientes, ao contrario do BZ (MOLINA et al. 2014). O
ensaio clinico de fase Il com E-1224 também mostrou que este farmaco ndo foi capaz de
sustentar sua eficacia um ano apds o final do tratamento (DNDi, 2017a). Outro composto
considerado promissor é o Fexinidazol (1-metil-2-((p-(metiltio)-fenoxi) metil)-5-
nitroimidazol), um composto nitroheterociclico que apresenta atividade antimicrobiana. Na
ultima década, Fexinidazol mostrou ser um excelente candidato para a cura de
tripanossomiase africana humana de estagio dois. Em 2012, foi mostrada sua eficacia contra
T. cruzi em modelo experimental (BAHIA et al. 2012).

Em 2008, a iniciativa Medicamentos para Doengas Negligenciadas (DNDi: Drugs
for Neglected Diseases initiative) junto com o LAFEPE desenvolveu um programa para
definir e produzir uma formulacdo pediatrica do BZ, permitindo que fosse investigada a
farmacocinética de BZ em crianc¢as de 2 a 12 anos portadoras da DC (ALTCHEH et al. 2014).
Os dados mostraram que as concentracdes plasmaticas do farmaco sdo bem menores do que
aquelas relatadas previamente em adultos (RAAFLAUB, 1980). O estudo confirmou ainda
que as criancas tiveram altos indices de cura e apresentaram poucas reacdes adversas
(ALTCHEH et al. 2014). Tendo em vista esses resultados, prevé-se uma reducdo da dosagem
de BZ em adultos, com a possivel reducdo dos efeitos colaterais (DNDi, 2017b). Em 2009, a
DNDi langou a Plataforma de Pesquisa Clinica de Chagas (CCRP: Chagas Clinical Research
Platform) através da qual parceiros, especialistas e partes interessadas se relinem para apoiar a

avaliacdo e o desenvolvimento de novos tratamentos para a DC (DNDi, 2017c).
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1.6.1 Derivados da Nifuroxazida

A Nifuroxazida (NF: 5-Nitro-2-furaldehido p-hidroxibenzoilhidrazona) (Figura
06) € um nitrofurano, utilizado como antibidtico de via oral para o tratamento de colite e
diarreia em humanos e ndo humanos. Uma vez que uma série de compostos
nitroheterociclicos apresentam atividade anti-tripanosoma (ver acima), o laboratério do Prof,
D.r Leoberto Tavares (FCF-USP) focalizou estudos no sentido de utilizar a NF como
composto protétipo para a introducdo de modificagdes quimicas, visando a obtencdo de
compostos ativos contra T. cruzi. Entre os andlogos obtidos, alguns mostraram atividade
contra a forma epimastigota da cepa Y (DTU Tcll) (PALACE-BERL et al. 2013).
Subsequentemente, 21 novos analogos da NF foram sintetizados com substituicdes na regido
indicada na Figura 06 e, em colaboracdo com o laboratério no qual esse estudo foi realizado,
foram ensaiados contra trés cepas de T. cruzi, que representam as DTUs mais prevalentes em
pacientes: Tcl, Tcll e TcV (PALACE-BERL et al. 2015). Todos os derivados, menos um,
tiveram atividade tripanocida maior que BZ e 60% dos compostos foram mais eficazes que
NFX. O composto mais promissor apresentou concentracdo inibitoria média (Clso: half
maximal inhibitory concentration) em torno de 1 pM. Ensaios de citotoxicidade para
fibroblastos humanos indicaram indices elevados de seletividade para muitos compostos
(PALACE-BERL et al. 2015). Subsequentemente, a analise exploratéria do conjunto de dados
foi realizada, determinando o desenho e sintese de novos compostos, cuja atividade foi
avaliada contra formas amastigotas intracelulares. Os compostos mais ativos apresentaram um
indice de seletividade (IS) maior que 200 (IS ¢é a razdo entre a CCsp, concentracao citotoxica
para metade das células, e a ICso para 0 parasito) e uma atividade 70 vezes maior que BZ
(PALACE-BERL, 2016; PALACE-BERL et al. 2018).
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Figura 06: Estrutura da Nifuroxazida. O retangulo mostra a regido onde as modificagdes
moleculares (R) foram introduzidas. Adaptado de Palace-Berl et al. (2015).
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1.6.2 Derivados da Quinazolina

O interesse nas atividades terapéuticas de compostos de quinazolina comegou com
a descoberta da febribugina, uma quinazolinona extraida da planta chinesa Dichroa febrifuga
Lour, que apresentava potencial antimalarico (VIJAYCHAND et al. 2011).

A Quinazolina (Figura 07) € um composto formado pela fusdo de dois aneis
aromaticos de seis membros: um anel benzénico e um anel pirimidinico. Possui a formula

molecular CgHsN2 e uma massa molecular de 130,15 g/mol.
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Figura 07: Férmula estrutural da molécula de quinazolina (A) e quinozolinona (B).

Estudos da década de 50 e 60 mostraram que as quinazolinas, além da acao
antimalarica, também eram eficazes contra diferentes enfermidades causadas por bactérias,
protozoarios e virus (VIJAYCHAND et al. 2011).

Nos ultimos 15 anos, o estudo de derivados de quinazolina revelou um amplo
espectro de atividades terapéuticas incluindo efeitos analgésicos, anticancer, anti-inflamatorio,
antibacteriano, antiespasmodio, antituberculostatico, antimalérico, anti-hipertensivo,
antiobesidade, antipsicotico e antidiabético, dentre outros (VIJAYCHAND et al. 2011). Essa
gama de atividades bioldgicas foi possivel gragas a introducdo de diferentes grupos ativos na
molécula de quinazolina utilizando-se métodos sintéticos (WANG et al. 2013).

Nos anos 70, a acdo parasiticida do derivado de quinazolina, NG6-(4-
metoxibenzil)quinazolina-2,4,6-triamina, foi relatada em casos de maléria resistente a
farmacos e na DC (DAVOLL et al. 1972). Seu alvo de acdo, a insercdo na monocamada
externa da membrana de eritrécitos humanos infectados com plasmddio, s6 foi descoberto
recentemente (ROJAS-AGUIRRE et al. 2012). A atividade antimaléarica de derivados de
pirrologuinazolinadiamina também foi reportada (GUAN et al. 2005).

Em estudo recente Mendoza-Martinez et al. (2015) desenharam e sintetizaram um
conjunto de andlogos de quinazolina-2,4,6-triamina (Figura 08) baseados em estudos de

docking na enzima dihidrofolato redutase (DHFR) de T. cruzi, Leishmania (L.) major e
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Plasmodium vivax e na pteridina redutase (PTR) de T. cruzi e L. (L.) major. A atividade dos
compostos foi avaliada contra formas tripomastigotas de T. cruzi e promatigotas de L. (L.)
mexicana. Varios compostos mostraram atividade parasiticida maior que o de farmacos

utilizados no tratamento das infec¢des provocadas pelos protozoarios.

B

RVN XN
ok s
N~ R’

Figura 08: Esquema da posicao de substituintes nos derivados de quinazolina-2,4,6-triamina
(MENDOZA-MARTINEZ et al. 2015).

A quinozolinona € um derivado da quinazolina (Figura 07). Varios derivados de
guinazolinona também possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas e
farmacoldgicas, tais como acdo antimicrobiana, broncodilatadora, antagonista do receptor de
anti-histaminico, anti-inflamatéria e anti-herpes (KIRUTHIGA et al. 2009). Derivados de
quinazolinona mostraram ser inibidores ndo competitivos da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) de T. cruzi e compostos prototipo para novos tratamentos da DC (MERCALDI et
al. 2014). A G6PDH catalisa 0 primeiro passo da via das pentoses, que prové a célula
NAD(P)H, coenzima essencial para vias biossintéticas e para enzimas que atuam em

processos antioxidantes.

1.6.3 Derivados de Oxadiazol

O Oxadiazol ¢ um composto aromatico heterociclico de férmula molecular

C2H2N20. Ha quatro isdmeros de oxadiazol (Figura 09).
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Figura 09: Isbmeros de Oxadiazol. Adaptado de Regueira; de Freitas; Freitas Filho (2016).

Oxadiazois sdo elementos recorrentes em moléculas de uso terapéutico. Seus
derivados apresentam atividades anti-inflamatdrias, anti-HIV, anticAncer e antimalérica
(SAHU, 2011).

Alguns derivados de 1,2,5 e 1,3,4-oxadiazois exibem citotoxicidade para T. cruzi,
possivelmente por serem inibidores da enzima cruzaina (ISHII et al. 2011; SANTOS FILHO
et al. 2009). Mais recentemente, um derivado de 1,2,4-oxadiazol foi eficaz na eliminacdo da
infeccdo em camundongos (SANTOS FILHO et al. 2012).

1.7 QUIMIOTERAPIA PARA OUTROS PARASITOS DA FAMILIA
TRYPANOSOMATIDAE E SENSIBILIDADE A BENZNIDAZOL

Como visto na Tabela 01, na familia Trypanosomatidae estdo incluidos dois
géneros - Leishmania e Trypanosoma - que podem ser infectantes para mamiferos. No género
Trypanosoma, trés espécies sdo naturalmente infectantes para o homem: T. cruzi, T. brucei
(destacando-se as subespécies - T. b. gambiense, T. b. rhodesiense), e T. rangeli. Porém
somente as duas primeiras espécies, T. cruzi e T. brucei, sdo patogénicas para 0 homem,
sendo os agentes etiolégicos da DC e da doenca do sono, respectivamente. T. rangeli ndo é
considerado patogénico para 0 homem, apesar de ser importante em estudos epidemiol6gicos,
ja que esse organismo é encontrado nos mesmos vetores e reservatérios do T. cruzi em alguns
paises da América do Sul. Tendo em vista que 0s dois tripanossomos possuem antigenos em
comum, a depender da natureza do antigeno utilizado em diagndsticos sorolégicos pode haver
reacdo cruzada (PAVIA et al. 2007). A leishmaniose é uma antropozoonose causada por
parasitos do género Leishmania. Nas Ameéricas, onze espécies deste género infectam o0s
humanos e oito infectam apenas animais (REIS et al. 2013).

Alguns medicamentos estdo disponiveis para o tratamento das leishmanioses, mas
muitos deles apresentam limitagdes, tais como, elevada toxicidade, via de administracéo
parenteral e alto custo. Antimoniais pentavalentes foram a primeira classe de farmacos

empregados no tratamento dessas parasitoses. Todavia, houve um aumento nas falhas
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terapéuticas, principalmente em funcdo do surgimento de resisténcia, o que induziu a OMS a
recomendar a anfotericina B lipossomal como primeiro farmaco para o tratamento na maioria
das areas. Devido as dificuldades de acesso a anfotericina B lipossomal, principalmente
guanto ao prego, 0s antimoniais pentavalentes continuam sendo amplamente utilizados no
tratamento da leishmaniose visceral (LV). Contudo, na india, tem sido utilizada a miltefosina
para tratar a LV, sendo muito eficaz contra L. (L.) donovani. Os antimoniais pentavalentes
ainda sdo o tratamento de primeira escolha para a leishmaniose cutanea (LC) em grande parte
dos paises onde é endémica, ao passo que a anfotericina B é reservada para casos onde houve
falha terapéutica (ULIANA et al. 2017).

Outro medicamento que tem se mostrado efetivo contra a leishmaniose visceral é
a paromomicina (também chamada aminosidina). Estudos clinicos, para investigar a eficacia
da paromomicina injetavel contra LV, tém sido realizados na india, onde o tratamento
antimonial padréo ndo é muito efetivo e as taxas de mortalidade séo altas.

Com isso, a miltefosina é a Unica alternativa oral em uso para o tratamento das
leishmanioses, tendo sido incorporada ao arsenal quimioterapico na india em 2002 para o
tratamento de LV (JHA et al. 1999; SUNDAR et al. 2002; CROFT; COOMBS, et al. 2003;
DORLO et al. 2012) e posteriormente, em 2004, na Colombia para o tratamento da
leishmaniose tegumentar (SOTO et al. 2004). No Brasil, dois ensaios clinicos (MACHADO et
al. 2010; CHRUSCIAK-TALHARI et al. 2011) foram realizados utilizando a miltefosina para
o tratamento da leishmaniose cuténea e, apesar de indicarem uma eficacia superior aos
antimoniais, o farmaco ainda nao foi aprovado para uso no pais.

Relatos escassos descrevem estudos da atividade de nitroheterociclicos no
tratamento de leishmanioses. Um ensaio clinico com 26 pacientes com leishmaniose
mucocutanea descreve baixos indices de cura com NFX (MARSDEN et al. 1979). Em estudos
in vitro foi avaliada a atividade de NFX e BZ sobre formas amastigotas intracelulares de L.
(L.) donovani. Apéds cinco dias de incubacdo com 27 mg/L (97 uM) de cada farmaco, a
inibicdo do crescimento dos parasitos com NFX foi de 81%, ao passo que a inibicdo com BZ
foi de apenas 36% (NEAL; CROFT, 1984). Tendo em vista que uma NTR de tipo |
(LmNTR), homodloga a TcNTR de T. cruzi, foi descrita em L. (L.) major, e que esta enzima é
capaz de ativar in vitro BZ e NFX (VOAK et al. 2013), é intrigante a atividade parasiticida
diferencial dos dois compostos.

A tripanossomiase africana humana (HAT: Human African Trypanosomiasis),

comumente conhecida como doenga do sono, pode ser causada por dois agentes etiologicos
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diferentes, como citado acima. O tratamento para a infeccdo por estes tripanossomatideos é
distinto para cada subespécie. Sendo que a pentamidina tem sido utilizada no tratamento do
primeiro estdgio da infeccdo por T. b. gambiense e a monoterapia com eflornitina em
dosagem elevada ou a combinacdo de NFX e eflornitina no tratamento da fase crénica
(KEATING et al. 2015; WILKINSON; KELLY, 2009). NFX foi eficaz nos estagios agudos e
cronicos da infecgdo causada por T. b. gambiense, sendo que ensaios clinicos mostraram taxas
de cura de 30 a 80% (BOUTEILLE et al. 2003) e efeitos toxicos em doses elevadas do
farmaco e em tratamento prolongado (PEPIN et al. 1992). Consequentemente, NFX n&o foi
aprovado como monoterapia, mas sim em terapia combinada com eflornitina (PRIOTTO et al.
2009). Para tratar T. b. rhodesiense, a suramina é utilizada na fase aguda; na fase crénica, o
paciente € tratado com melarsoprol, o qual é altamente tdxico (KEATING et al. 2015).

Uma pro-droga de diamina, DB289, foi testada in vitro e em modelos animais, e,
por ndo ter sido detectada toxicidade nestes modelos, o composto foi testado em pacientes
infectados com T. b. gambiense. Estes apresentaram 95% de cura na fase aguda. No entanto,
foi identificada toxicidade aguda nos rins, sendo entdo suspenso seu desenvolvimento clinico.
O nitroimidazol Fexinidazol foi bem avaliado em ensaios clinicos de fase | e ensaios de fase
/111 iniciaram em 2012. Espera-se que os resultados sejam divulgados em 2017/2018
(JONES; AVERY, 2015).

Apenas dois relatos descrevem a atividade de BZ sobre formas sanguineas de T.
brucei (PRATHALINGHAM et al. 2007; WILKINSON et al. 2008). Os estudos mostram que
a delecdo do gene da superdxido dismutase glicossomal (TbSODB1) aumenta a sensibilidade
dos parasitos a BZ e NFX, evidenciando a associacdo entre a atividade tripanocida e a
inducdo de radicais livres por parte dos compostos (PRATHALINGHAM et al. 2007). Por
outro lado, a superexpressdo do gene da nitroredutase mitocondrial (TONTR) confere
hipersensibilidade a ambos os farmacos, indicando um mecanismo de ativacdo dos mesmos
semelhante aquele proposto para T. cruzi (WILKINSON et al. 2008).

O efeito de NFX foi avaliado na infec¢do murina com T. rangeli, mostrando que o
composto € eficaz na negativacdo da parasitemia, como observado na infeccdo por T. cruzi
(MARINKELLE, 1982). O efeito de BZ néo foi investigado nesse organismo.

T. lewisi é um parasito cosmopolita de ratos, transmitido por pulgas. Infeccdes
humanas por T. lewisi foram descritas na Asia. Na busca de medicamentos para o tratamento
desta infeccdo, varios compostos eficazes contra tripanossomiases humanas foram ensaiados

em modelos experimentais em ratos. Conclui-se que o isolado de T. lewisi (R6465), obtido de
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um rato silvestre na Tailandia, apresentou resisténcia a suramina, pentamidina, eflornitina,
NFX, BZ e fexinidazol (DESQUESNES et al. 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Conforme comentado anteriormente, os unicos dois farmacos disponiveis para o
tratamento da doenga de Chagas: BZ e NFX, embora bastante eficazes no tratamento de
Chagas agudo e de recém-nascidos com Chagas congénito, apresentam falhas terapéuticas na
fase cronica da doenca e efeitos secundarios que, em alguns casos, determinam a suspensao
do tratamento.

As razfes para as falhas terapéuticas ndo sdo conhecidas, mas tém sido atribuidas
a diferencas de sensibilidade das cepas do parasito aos farmacos, a caracteristicas genético-
imunolodgicas dos pacientes, e a resultante da interacdo entre os dois fatores. Varios estudos
em modelos experimentais comprovam as diferencas de sensibilidade a BZ e NFX em cepas
do T. cruzi e mostram a existéncia de cepas resistentes a ambos (FILARDI; BRENER, 1987).

Desta forma, fica evidente que € prioritaria a busca de novos compostos para o
tratamento da doenca de Chagas, que sejam eficazes contra todas as cepas do parasito, que
atuem nas fases aguda e cronica da doenca e que ndo apresentem efeitos colaterais
indesejaveis. Por outro lado, tendo em vista que o desenvolvimento de novos farmacos é um
processo longo e dispendioso, é também relevante entender os fatores que determinam a
resisténcia inata das cepas do T. cruzi aos farmacos disponiveis.

Nesse estudo, procurou-se abordar os dois temas em dois subprojetos. No
primeiro, foi avaliada a atividade anti-T. cruzi de derivados da quinazolina e do oxadiazol,
sintetizados pelo grupo da Prof.a D.ra lolanda M. Cuccovia (Laboratorio de Sistemas
Biomiméticos, 1Q-USP). Esses compostos apresentaram boa atividade bactericida (dados ndo
publicados), e, além disto, uma revisao da literatura indicou que derivados da quinazolina-
2,4,6-triamina apresentaram atividade parasiticida contra T. cruzi, L. (L.) major e P. vivax
(MENDOZA-MARTINEZ et al. 2015) e que um derivado de 1,2,4-oxadiazol foi eficaz na
eliminacgdo da infeccéo por T. cruzi em modelo murino (SANTOS FILHO et al. 2012). Essas
evidéncias justificaram a avaliacdo da atividade anti-T. cruzi dos novos compostos
sintetizados pelo grupo da D.ra Cuccovia.

No segundo subprojeto, buscou-se abordar o tema da resisténcia natural (inata) de
cepas de T. cruzi a BZ, farmaco de primeira escolha no tratamento da doenca de Chagas, de
forma indireta, ou seja, extendendo o estudo da resisténcia natural a varios
tripanossomatideos. Conforme relatado acima, poucos estudos descrevem a atividade de BZ
em tripanossomatideos. Para formas sanguineas de T. brucei foi descrita uma Clsg de 13 puM
para BZ (PRATHALINGHAM et al. 2007). Por outro lado, uma alta concentragdo de BZ (97
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uM) teve um efeito inibitdrio minimo na proliferacdo de formas amastigotas intracelulares de
L. (L.) donovani (NEAL; CROFT, 1984). Para T. rangeli ndo foi investigada a acdo de BZ, ao
contrario dos relatos que mostram que NFX é eficaz na negativacdo da parasitemia na
infeccdo murina por esse organismo (MARINKELLE, 1982). Alguns relatos em
tripanossomas de morcego do subgénero Schizotrypanum indicam que BZ, em concentragdes
bastante elevadas, inibem o crescimento de formas epimastigotas (BAKER; SELDEN, 1981;
CERIDOREO CORREA et al. 2011). Isto também foi verificado para Crithidia fasciculata,
que é, em contrapartida, & muito sensivel a baixas concentracdes de NFX (GUTTERIDGE et
al. 1982).

O conjunto de observacbes nos estimulou a estudar a sensibilidade a BZ em
alguns tripanossomatideos.

Nesta Dissertacdo, os dois subprojetos serdo tratados de forma independente e

discutidos conjuntamente no final.
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3 SUBPROJETO 1: ATIVIDADE ANTI-TRYPANOSOMA CRUZI DE DERIVADOS
DE QUINAZOLINA E DE OXADIAZOL

3.1 OBJETIVOS

O objetivo geral desse subprojeto foi avaliar a atividade anti-T. cruzi de alguns
derivados da quinazolina e do oxadiazol.

Obijetivos especificos:

a) Determinar a atividade contra formas epimastigotas das cepas Silvio X10.cll e
Colombiana;

b) Determinar a citotoxicidade para células de mamifero em cultura de compostos que
apresentam atividade anti-T. cruzi;

c) Analisar o coeficiente de particdo octanol/agua dos derivados de quinazolina e oxadiazol,
visando estabelecer uma  possivel correlacéo entre 0 grau de

hidrofobicidade/hidrofilicidade e a atividade parasiticida.
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3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Compostos

Os compostos foram sintetizados no Laboratdrio de Sistemas Biomiméticos da
Prof.a D.ra lolanda M. Cuccovia (IQ-USP), pelo D.r Sanapalli Nagi Reddy. Nove compostos
foram avaliados em nosso estudo: cinco derivados de 6,7-dimetoxiquinazolina (derivados de
quinazolina - série SNR-02, Figura 10) e quatro derivados de 1,3,4-oxadiazol (derivados de
oxadiazol - série SNR-03, Figura 11).

N N-N N—PB o
sH s )ij s 3, =3 N
PN NP NP W I 2 e a
. ‘ & o e 1 Yy
NN ~o :\-‘J ~o N ’ Ng™ /J
SNR.-02-02 SNER.-02-03 SNR-02-04 SNR 02-05 SNR 02-06
6,7-dimetoxiquinazolina 4-(1H-benzo[dlimidazol-2- 4-(5-phenil-1,3 4-oxadiazol- 6,7-dimetoxi-N-(4-  4-(2 4-dinitrofeniltio)-6,7-
Athiol ilti0)-6,7- 2-lti0)-6,7- feniltiazol-2- il)quinazolina-  dimetoxiquinazolina
CyoH, 50,8 imetoxiquinazolina dimetoxiquinazolina 4-amina C1gH 2,065
PM: 22226 g Cy7H41,0,5 CygH4N,043 C1oH14055 PM:388,35¢
PM: 338,38 g PM: 366,39 g PM: 364,42 g

Figura 10: Caracteristicas dos compostos derivados da quinazolina. PM: peso molecular.
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2-fenilsulfonilmetil-5-2- 2-fenilsulfonilmetil-5-metil, 1,1- 2-fenilsulfonilmetil--5-34-  2_fenilsulfonilmetil -5-3,5-
nitrofenil-1,3 4-oxadiazol difenil-1,3 4-oxadiazol dimetoxifenill,3 4-oxadiazol  diclorofenil-1,3 4-oxadiazol
C)5H 1 N3055 CopH 5055 C)7H 65053 C15HgClLN, 058
PM: 34533 ¢ PM: 39045 ¢ PN 360,38 g PM: 369,22 g

Figura 11: Caracteristicas dos compostos derivados de oxadiazol. PM: peso molecular.

3.2.2 Solugdes estoque dos compostos

Dimetilsulfoxido (DMSO) e considerado um bom veiculo para farmacos para
ensaios in vivo e in vitro por apresentar propriedades de permeacao, difusdo e acédo carreadora
adequadas para facilitar o acesso dos compostos as células (LEEKUMJORN; SUM, 2006).
Solugdes estoque dos derivados de quinazolina e oxadiazol foram preparadas em 100%
DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) na concentragéo de 4 mM ou 8 mM, de acordo com
sua solubilidade. Como controle, foi preparada uma solucdo estoque de NFX (Bayer) na
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concentragdo de 50 mM em 100% DMSO. As solugdes foram armazenadas a -70 °C e os
compostos armazenados a -20 °C, protegidos da luz.

3.2.3 Cepas de T. cruzi

Os estudos foram conduzidos com formas epimastigotas de cepas isoladas de
pacientes: Silvio X10.cll e Colombiana, ambas pertencem a DTU Tcl (ZINGALES et al.
2009). Em modelo murino, a cepa Silvio X10.cll foi considerada sensivel e a cepa
Colombiana, resistente a BZ e NFX (FILARDI; BRENER, 1987). Os parasitos foram
cultivados em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB). As culturas foram mantidas a 28 °C em estufa (BOD, Biochemical Oxygen
Demand) e repicadas em fase exponencial de crescimento, sem haver a formacéo de rosetas.
Duas formulagfes de meio LIT foram utilizadas, uma suplementada com Hemina (25 mg/L)
(LIT-He) e outra, com Hemoglobina (6 a 8%) (LIT-Hb) (APENDICE A).

3.2.4 Ensaio para a determinacao da atividade anti-T. cruzi

A atividade dos compostos foi avaliada usando-se a metodologia descrita por
Cerecetto et al. (1999), com algumas modificacGes. Nesta abordagem, o crescimento dos
parasitos € monitorado pela medida da absorbancia do meio de cultura (ver Resultados).
Formas epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram distribuidas em microplacas
de 96 cavidades de fundo plano, numa densidade final de 107 parasitos/mL e expostas aos
compostos, nas concentracdes indicadas em Resultados, por 72h a 28 °C. Dois controles
foram utilizados: um Controle positivo (C+), em que os parasitos foram incubados em
auséncia de compostos e, um Controle negativo (C-), em que os parasitos foram incubados
com o farmaco de referéncia NFX. O ensaio (volume final de 200 pL) foi realizado em
triplicatas, em meio LIT - 10% SFB, contendo DMSO na concentracdo final de 1%, esta
concentracdo ndo afeta o crescimento dos parasitos. Imediatamente apds o preparo da
microplaca com os parasitos e os compostos, foi determinada a absorbancia de cada cavidade
(tempo zero) em leitor de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - Epoch da BioTek
Instruments). ApOs incubacdo por 72h a 28 °C, as amostras foram homogeneizadas em
agitador de microplaca (Unimixer — Uniscience, S&o Paulo, Brasil) e nova leitura da
absorbéancia foi realizada. Os valores obtidos foram convertidos em concentracao de parasitos

(ver Resultados), calculando-se a porcentagem de inibi¢do do crescimento (%IC) em relacdo
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ao controle sem composto (C+). Também foi calculado o tempo de geracdo (TG) da cultura, a
partir da concentragdo de parasitos na fase exponencial de crescimento. O esquema do ensaio
é ilustrado na Figura 12. Para validar o método, também foi feita a contagem em camara de
Neubauer, dados ndo mostrados.

Para compostos promissores, a atividade anti-T. cruzi foi avaliada variando-se a
concentragdo dos mesmos. A partir dos dados obtidos foi determinada a Clso, que corresponde
a concentracdo do composto que inibe 50% do crescimento da cultura. O valor da Clsp foi
calculado com o programa OriginPro8.0 (versdo 8.0. SR00 - Trial, OriginLab Corporation:
Northampton, MA, EUA, 2007, licenga institucional).

Parasitos: Epimastigotas de 7. cruzi, em 1. Distribui¢do das amostras na microplaca em
fase exponencial de crescimento, a 2 x 107 triplicatas (100 puL da suspensdo de parasitos ou do 2. Agitagiio
parasitos/mL em meio LIT 10% SFB. branco + 100 pL da solugdo dos compostos, do C+ :

ou do C-);

Branco: meio LIT 10% SFB.

3. Leitura em espectrofotdometro no A ideal do meio

4. Incubagio
(tempo zero);

Compostos: Dilui¢des dos compostos em

meio LIT 10% SFB 2% DMSO.
6. Leitura em espectrofotdémetro no A ideal do meio

) 5. Agitaga

C+: meio LIT 10% SEB 2% DMSO. ET%%° | (tempo 72h);

C-: NFX a 20 pM em meio LIT 10% SFB 7 Obtenci

2% DMSO. - ObLenGao g cajculo da % de inibigdo do TG.
dos dados

Figura 12: Esquema do ensaio para determinar a atividade anti-T. cruzi dos compostos.

3.2.5 Ensaio para determinar a citotoxicidade para células de mamifero em cultura

A citotoxicidade do composto para células LLC-MK2 (células epiteliais renais de
macaco Rhesus) foi determinada com base na reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a um composto
colorido, denominado formazan (Figura 13) (MOSMANN, 1983). Este ensaio possibilita
avaliar a viabilidade celular, dado que o anel de tetrazolio do MTT ¢é clivado por
desidrogenases celulares, as quais estdo presentes apenas em células metabolicamente viaveis.
O produto desta reacéo é o formazan, que é insoluvel em solucGes aquosas. Para evidencia-lo

deve ser solubilizado em DMSO.
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(MTT) Formazan

!

Purpura

Figura 13: Desenho esquematico da converséo do MTT em formazan. Neste ensaio
desidrogenases celulares clivam o anel de tetrazélio do MTT transformando-o de um
composto de coloracdo amarela em um composto de coloracdo puarpura, chamado de
formazan.

Procedimento: Monocamadas de células LLC-MK2 foram cultivadas em
microplacas de 96 cavidades, de fundo plano, em meio RPMI 1640 sem fenol (Gibco™),
suplementado com 10% SFB. Apds incubacdo inicial para propiciar que as células ficassem
confluentes, essas células foram expostas a diferentes concentracdes de composto, em
presenca de uma concentracéo fixa de 0,5% DMSO, por 72h, a 37 °C em atmosfera de 5%
COo. O controle positivo (C+) foi incubado em auséncia de composto e o controle negativo
(C-) em presenga de azida sodica 0,3 uM. Apos incubagdo, a microplaca foi centrifugada a
1200 xg por 10min a 20 °C e foram retirados 150 pL do sobrenadante. A monocamada foi
lavada com 100 pL de RPMI 1640 10% SFB, novamente centrifugada, e o sobrenadante
retirado. Em seguida, foram adicionados 150 pL de MTT (1 mg/mL em PBS, pH 7,4)
procedendo-se a uma incubacdo de 2h30min a 37 °C em atmosfera de 5% CO,. Apds este
periodo, a microplaca foi centrifugada a 1200 xg por 10min a 20 °C. Foram retirados 150 pL
do sobrenadante e o formazan produzido foi solubilizado com 150 puL de DMSO pré-aquecido
em banho a 56 °C. A microplaca foi homogeneizada por 30min a temperatura ambiente por
agitacdo no escuro. A coleta de dados foi realizada em leitor de ELISA no comprimento de
onda de 590 nm.

3.2.6 Modelos moleculares tridimensionais dos derivados de quinazolina e oxadiazol e
determinacao do coeficiente de parti¢éo

Os modelos moleculares tridimensionais (3D) dos compostos foram construidos,

inicialmente, no programa Hyperchem 8.0 (HYPERCUBE, 2016). Com 0 mesmo programa
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realizou-se a otimizacdo da geometria dos compostos em método de campo de forca empirico
MM+ (derivado do MM2) (ALLINGER, 1977), aplicando-se o método Polak-Ribiére
(gradiente RMS 0,1 kcal/A mol, POLAK, RIBIERE, 1969). Em seguida, calcularam-se as
cargas atdbmicas parciais de ponto Unico com o método de mecanica quantica semi-empirico
Hamiltoniano AM1 (AustimModel 1) (DEWAR et al. 1985). No programa Marvin Beans
versdo 16.2.29.0 (CHEMAXON, 2016) foi calculado o CLogP, obtido pelo método de pesos
do programa, o qual atribui pesos iguais para os métodos de Viswanadhan et al. (1989) e
Klopman et al. (1994).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Determinacédo da atividade anti-T. cruzi de compostos derivados da quinazolina e do
oxadiazol

3.3.1.1 Determinagéo do comprimento de onda ideal do meio de cultura para monitorar a
atividade dos compostos

Na literatura ndo foram encontrados relatos do efeito da composi¢cdo do meio de
cultura sobre a atividade de compostos anti-T. cruzi. Desta forma, decidiu-se abordar esse
aspecto utilizando duas formulagdes do meio LIT (APENDICE A). O meio LIT-He é usado
rotineiramente no laboratério aonde este estudo foi desenvolvido; o meio LIT-Hb, no
laboratério da Prof.a D.ra Maria Jalia Manso Alves (IQ-USP). Os meios apresentam
diferencas nas concentracdes de nutrientes (triptose e glicose) e de sais. Além disto, um meio
é suplementado com hemina (25 mg/L) (LIT-He) e outro, com hemoglobina (6 a 8%) (LIT-
Hb). O heme é um fator essencial para a maior parte das células, uma vez que é indispensavel
para a biogénese de citocromos e de enzimas que desempenham papeis biol6gicos
importantes. O género Trypanosoma é deficiente na via de biossintese do heme (CENCI et al.
2016), razdo pela qual o composto deve ser suplementado no meio de cultura. Nas duas
formulacGes de meio LIT que foram utilizadas, o heme foi suplementado na forma de hemina
(LIT-He) ou de hemoglobina (LIT-Hb).

Para avaliar a atividade anti-T. cruzi, foi utilizado o ensaio proposto por Cerecetto
et al. (1999), que se baseia na variacdo da turbidez da suspensdo parasitaria submetida a
diferentes concentragdes de compostos. Nesta abordagem € necessario determinar o
comprimento de onda do meio de cultura em que a porcentagem de sua transmitancia mais se
aproxima de 50% (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 1998). O valor da transmitancia é

calculado de acordo com a Equacéo 1.

%T = 104 1)

Onde: A = absorbancia e %T = porcentagem de transmitancia.

Aliquotas de 200 pL de cada meio foram distribuidas nos pogos de uma
microplaca de fundo plano, em triplicatas. A absorbancia de cada amostra foi determinada em
diferentes comprimentos de onda em uma leitora de microplacas (EZ Read 400 Research —

Vis, Biochrom, Cambridge, Inglaterra) (Tabela 03). Com base nos valores da porcentagem de
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transmiténcia, concluiu-se que para os meios LIT-He e LIT-Hb, os comprimentos de onda
ideais sdo, respectivamente, 492 nm e 562 nm.

Tabela 03: Valores de absorbancia e de transmitancia dos meios LIT-He e LIT-Hb?.

A Absorbancia % de Transmitancia

(M) | ITHe LIT-Hb  LIT-He  LIT-Hb

405 1,225 3,912 5,96 0,01
450 0,396 0,641 40,18 22,85
492 0,242 0,439 57,28 36,37
562 0,173 0,284 67,14 51,95
570 0,165 0,276 68,39 52,97
580 0,146 0,261 71,45 54,84
595 0,145 0,214 71,61 61,05
620 0,120 0,185 75,86 65,27

8Os valores marcados com azul e em laranja realgam, respectivamente, 0os comprimentos de onda em que 0 meio
LIT-He e meio LIT-Hb apresentam cerca de 50% de transmitancia. Os valores representam a média de
triplicatas.

3.3.1.2 Relacédo entre a concentracdo de parasitos e absorbancia do meio de cultura

Para as cepas Silvio X10.cl1 e Colombiana foi determinada a relacdo entre a
concentracdo de parasitos e a absorbancia nos meios de cultura LIT-He e LIT-Hb. Para isto,
foram preparadas suspensdes de parasitos, cuja concentracdo foi aferida por contagem em
camara de Neubauer. Os valores da absorbancia, no comprimento de onda ideal de cada meio,
foram determinados (Figuras 14 e 15). Nas Figuras apresentam-se também os valores das
equacOes de regressdo linear, que permitem calcular a concentracdo de parasitos a partir do

valor da absorbéancia.
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Figura 14: Relacdo entre a concentracdo de parasitos da cepa Silvio X10.cll e sua
absorbancia em meio LIT. (A) LIT-He e (B) LIT-Hb.
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Figura 15: Relacdo entre a concentracdo de parasitos da cepa Colombiana e sua absorbancia
em meio LIT. (A) LIT-He e (B) LIT-Hb.

Os dados mostram que, no mesmo meio, as culturas das cepas apresentam valores
de absorbéancia diferentes. Utilizando as equac@es da reta (Figuras 14 e 15), pode-se estimar
que, no meio LIT-Hb uma densidade de 2 x 107 parasitos/mL da cepa Silvio X10.cl1
apresenta absorbancia de 0,103, enquanto, para a mesma concentracdo de parasitos da cepa
Colombiana, a absorbancia é de 0,052. Curiosamente, em LIT-He os valores se invertem,
sendo que na mesma densidade de parasitos, a cultura da cepa Silvio X10.cll apresenta
absorbancia de 0,067 e a da cepa Colombiana, 0,115.

Apesar de ndo ter sido possivel explicar essas observagdes, € possivel fazer a
suposicao de que as diferencas derivam de variacdes morfologicas e/ou metabolicas das cepas

nos dois meios de cultura.
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3.3.1.3 Atividade dos derivados de quinazolina e de oxadiazol contra formas epimastigotas

Inicialmente, foi avaliada a atividade dos compostos derivados de quinazolina
(série SNR-02) (Figura 10) e de oxadiazol (série SNR-03) (Figura 11) contra formas
epimastigotas da cepa Silvio X10.cl1, na concentracdo final Unica de 10 puM. Os ensaios
foram realizados em triplicata, como descrito em Materiais e Métodos, com parasitos
cultivados em meio LIT-He ou LIT-Hb. Como controles, os parasitos foram incubados na
auséncia de compostos (C+) ou em presenca de 10 pM NFX (C-). Nas Tabelas 04 e 05
registram-se os valores da média e desvio padrdo da absorbancia das culturas ap6s 72h de
incubacdo a 28 °C. A concentracdo dos parasitos foi determinada a partir da media da
absorbancia das culturas utilizando-se as equacgdes determinadas na Figura 14. A porcentagem
de inibicdo do crescimento (%IC) foi calculada em relacdo ao controle sem composto (C+)

convertido em numero de parasitos.

Tabela 04: Efeito de derivados de Quinazolina sobre epimastigotas da cepa Silvio X10.cll
incubadas em meio LIT-He e LIT-Hb.

Derivados de Quinazolina?

C+ NFEX* SNR-02-02 SNR-02-03  SNR-02-04  SNR-02-06

o  Abs.a492nm 0,36 0,19 0,35 0,24 0,34 0,31
< dp® 0,006 0,006 0,010 0,006 0,006 0

E  Node parasitos® 1211 62,5 117,7 79,8 114,2 103,9
- %ICH 0 4839 2,81 34,10 5,70 14,20
o  Abs.a562nm 0,16 0,09 0,16 0,09 0,16 0,16
T dp® 0,006 0,006 0 0,006 0,006 0,006
E  N°deparasitos® 30,9 17,5 30,9 17,5 30,9 30,9
- %ICH 0 4337 0 43,37 0 0

@ Concentracdo final dos compostos, 10 uM;

b dp, desvio padrio;

¢ Concentragdo de parasitos x 108/mL;

dPorcentagem de inibicdo em relagdo ao controle (C+).
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Tabela 05: Efeito de derivados de Oxadiazol sobre epimastigotas da cepa Silvio X10.cll
incubadas em meio LIT-He e LIT-Hb.

Derivados de Oxadiazol®
C+ NFX? SNR-03-01 SNR-03-02 SNR-03-04 SNR-03-06

o  Abs.a492 nm 0,36 0,19 0,34 0,35 0,33 0,33
L dp® 0,006 0,006 0,010 0,006 0,021 0,017
5 N° de parasitos® 121,1 62,5 114,2 117,7 110,8 110,8

%IC ¢ 0 48,39 5,70 2,81 8,51 8,51
o Abs.a562nm 0,16 0,09 0,15 0,15 0,15 0,15
I dp® 0,006 0,006 0,015 0,006 0,010 0,006
E  Node parasitos® 30,9 17,5 29,0 29,0 29,0 29,0
- %ICH 0 43,37 6,15 6,15 6,15 6,15

2 Concentragéo final dos compostos, 10 uM;

b dp, desvio padrio;

¢ Concentragdo de parasitos x 108/mL;

dPorcentagem de inibicio em relagdo ao controle (C+).

A analise comparativa dos dados obtidos nos dois meios de cultura mostra que no
meio LIT-He os parasitos controle (C+), apds 72h de incubacdo a 28 °C, atingem uma
densidade de 121,1 x 108 parasitos/mL, ao passo que no meio LIT-Hb a densidade da cultura
controle é 30,9 x 108 parasitos/mL (ver abaixo o calculo do tempo de geracéo das culturas). O
farmaco de referéncia NFX promove taxas da inibicdo do crescimento semelhantes nos dois
meios: 48,39% e 43,37%, respectivamente, nos meios LIT-He e LIT-Hb.

Para os derivados de Quinazolina, nos dois meios de cultura, SNR-02-03 foi o
composto mais ativo, com inibicéo de 34,1% (LIT-He) e 43,4% (LIT-Hb). O composto SNR-
02-06 apresentou inibicdo apenas no meio LIT-He (14,2%). Os demais derivados de
Quinazolina e os quatro derivados de Oxadiazol, na concentragio de 10 pM, ndo
apresentaram niveis de inibicdo significativos em nenhum dos meios. A repeticdo do ensaio
em ocasido diferente confirmou as conclusdes acima.

Tendo em vista as diferencas de sensibilidade a farmacos em cepas de T. cruzi, a
atividade dos compostos foi avaliada frente a formas epimastigotas da cepa Colombiana, que,
em modelo murino, apresenta maior resisténcia a BZ e NFX do que a cepa Silvio X10.cl1
(FILARDI; BRENER, 1987). Para esta cepa, a atividade dos compostos também foi avaliada

em ambos os meios de cultura (Tabelas 06 e 07).
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Tabela 06: Efeito de derivados de Quinazolina sobre epimastigotas da cepa Colombiana
incubadas em meio LIT-He e LIT-Hb.

Derivados de Quinazolina?
C+ NFX® SNR-02-02 SNR-02-03 SNR-02-04 SNR-02-06

o  Abs.a492nm 0,38 0,25 0,38 0,25 0,35 0,34
L dp® 0,006 0,006 0,010 0,006 0,010 0
5 N° de parasitos® 72,6 48,8 72,9 48,8 67,2 65,3
%ICH 0 3272 0,40 32,72 7,43 10,07
o  Abs.a562nm 0,08 0,05 0,08 0,04 0,07 0,08
L dp® 0,006 0,006 0,006 0 0,006 0,006
E  N°de parasitos® 39,0 16,8 32,7 14,5 25,6 30,2
- %IC? 0 5692 16,15 62,82 34,35 22,56

2 Concentragdo final dos compostos, 10 uM;

b dp, desvio padrio;

¢ Concentragdo de parasitos x 10%/mL;

dPorcentagem de inibicdo em relagdo ao controle (C+).

Tabela 07: Efeito de derivados de Oxadiazol sobre epimastigotas da cepa Colombiana
incubadas em meio LIT-He e LIT-Hb.

Derivados de Oxadiazol?
C+ NFX* SNR-03-01 SNR-03-02 SNR-03-04 SNR-03-06

o Abs.a492nm 0,38 0,25 0,38 0,37 0,37 0,37
- dp® 0,006 0,006 0,012 0 0,010 0,006
5 N° de parasitos® 72,6 48,8 73,9 70,0 71,8 70,8

%IC¢ 0 32,72 1,85 3,58 1,06 2,52
o  Abs.ab562nm 0,08 0,05 0,08 0,08 0,08 0,07
L dp® 0,006 0,006 0,010 0,006 0 0,021
E  Nedeparasitos® 39,0 16,8 30,4 30,6 30,4 23,6
- %ICH 0 56,92 22,05 21,54 22,05 39,49

@ Concentracéo final dos compostos, 10 pM;

b dp, desvio padrio;

¢ Concentragdo de parasitos x 108/mL;

dPorcentagem de inibicdo em relagdo ao controle (C+).

Para a cultura controle da cepa Colombiana, observa-se que, ap6s 72h de
incubacgdo a 28 °C, no meio LIT-He atinge-se uma densidade de 72,6 x 10° parasitos/mL, ao
passo que no meio LIT-Hb a densidade é de 39,0 x 10° parasitos/mL. Quando se analisa 0
efeito de 10 uM NFX nos dois meios (Tabela 06), verifica-se que no meio LIT-He o
composto promove uma inibi¢cdo do crescimento de 32,72%, que é menor do que a inibicdo do
crescimento promovida por igual concentracdo de NFX na cepa Silvio X10.cl1 (48,39%,
Tabela 04). Esses valores apoiam relatos anteriores que indicam maior resisténcia a NFX da

cepa Colombiana. Por outro lado, no meio LIT-Hb, 10 uM NFX promove 56,92% de inibigéo
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do crescimento de Colombiana (Tabela 06), inibicdo sensivelmente maior do que a observada
para a cepa Silvio X10.cl1 neste mesmo meio (43,37%, Tabela 04).

Para a cepa Colombiana, assim como para Silvio X10.cl1, o composto SNR-02-03
apresentou a maior taxa de inibicdo (32,72% em LIT-He e 62,82% em LIT-Hb). Porém, ao
contrario de Silvio X10.cl1 em que SNR-02-04 e SNR-02-06 ndo atuam, esses compostos
inibiram o crescimento de Colombiana em 34,35% e 22,56%, respectivamente, apenas no
meio LIT-Hb (Tabela 06). Os derivados de Oxadiazol, SNR-03-01, SNR-03-02 e SNR-03-04,
apresentam cerca de 20% de inibicdo do crescimento e SNR-03-06, cerca de 40% apenas no
meio LIT-Hb (Tabela 07). Curiosamente, nessas condi¢cdes, a cepa Colombiana é mais
sensivel a esses derivados do que Silvio X10.cl1 (Tabela 05). Os valores de inibi¢cdo do
crescimento apresentados nas Tabelas 04 e 06 indicam que o composto SNR-02-03 é um
composto promissor, tendo em vista que para NFX os valores obtidos de %IC foram similares
aos do composto SNR-02-03 para ambas as cepas de T. cruzi.

O conjunto de dados indica que a formulagdo do meio LIT influi na definicdo da
atividade de compostos anti-T. cruzi. Esse aspecto sera discutido adiante.

O tempo de geracdo (TG) das culturas na fase exponencial de crescimento (0s
dados da curva de crescimento ndo sdo apresentados neste estudo) foi calculado de acordo

com a Equagéo 2:

At .log(2)
log (concentragio final de células) — log (concentracéo inicial de células)

TG =

)

Onde: At é o intervalo de tempo, na fase exponencial, considerado na analise.

Os dados da Tabela 8 mostram um TG maior para ambas as cepas no meio LIT-
Hb.

Tabela 08: Tempo de geracdo (em horas) das culturas das cepas Silvio X10.cl1 e Colombiana
em meio LIT-He e LIT-Hb.

LIT-He LIT-Hb
Cepa (Média + dp) (Média + dp)
Silvio X10.cl1 20,0 2,0 442+35

Colombiana 252+23 36,7+2,8
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3.3.1.4 Determinagéo da Clso do composto SNR-02-03

Com base na atividade de derivados de Quinazolina e de Oxadiazol determinada
acima, verifica-se que o Unico composto que apresentou atividade inibitoria apreciavel para
ambas as cepas, na concentragcdo de 10 uM, foi o composto SNR-02-03: no meio LIT-He,
34,10% (Silvio X10.cl1) e 32,72% (Colombiana), e, no meio LIT-Hb, 43,37% (Silvio
X10.cll) e 62,82% (Colombiana) (Tabelas 04 e 06). Por ser esse composto promissor,
determinou-se o valor da Clso para ambas as cepas (Tabela 11), variando-se sua concentragéo
de 0 a 40 puM, no meio de cultura LIT-He (Tabelas 09 e 10). Com a assisténcia do programa
OriginPro8.0 (versdo 8.0. SRO0 - Trial, OriginLab Corporation: Northampton, MA, EUA,
2007, licenca institucional) e, por meio deste, foram obtidos graficos por regressao néo linear,

tipo sigmoidal (Figura 16).

Tabela 09: Efeito inibitério do composto SNR-02-03 sobre formas epimastigotas da cepa
Silvio X10.cl1.

Concentracéo (UM)

C+ 1,25 2,5 5 10 20 40
Abs. a 492 nm 0,32 0,31 0,30 0,27 0,22 0,14 0,12
dp? 0,010 0 0,150 0,006 0,006 0 0
N° de parasitos® 107,3 1039 1000 90,1 72,9 45,3 38,4
%IC® 0 3,2 6,4 16,1 32,1 57,8 64,2

2dp, desvio padréo;
b Concentrag&o de parasitos x 10%/mL;
¢Porcentagem de inibicdo em relagdo ao controle (C+).

Tabela 10: Efeito inibitério do composto SNR-02-03 sobre formas epimastigotas da cepa
Colombiana.

Concentracgéo (UM)

C+ 1,25 2,5 5 10 20 40
Abs. 2492 nm 0,48 0,46 0,43 0,37 0,29 0,16 0,13
dp? 0,006 0,006 0012 0,006 0,006 0,010 0,010
N° de parasitos® 7521 72,18 67,64 5855 46,42 26,73 22,18
%IC* 0,00 4,03 10,07 22,16 38,28 64,46 70,51

2dp, desvio padréo;
b Concentragéo de parasitos x 10%/mL;
¢Porcentagem de inibigdo do crescimento em relagdo ao controle (C+).
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Tabela 11: Valores da Clso do composto SNR-02-03 para as cepas Silvio X10.cll e

Colombiana.

Cepas

Clso (nM)
(Média + dp)

Silvio X10.cl1
Colombiana

145+17
13,7+0,9

Embora ndo tenha sido determinada a Clso de NFX, a Tabela 04 indica que na

concentracdo de 10 UM, no meio LIT-He, esse composto inibe 48% do crescimento da cepa

Silvio X10.cll1. Desta forma, os valores da Clso de SNR-02-03 para as duas cepas seriam da

mesma ordem de grandeza da Clso de NFX.

Curva de inibicfio do crescimento de T. cruzi da
cepa Silvio X10.cl1 pelo composto SNR-02-03

Curva de inibiciio do crescimento de T. cruzi da
cepa Colombiana pelo composto SNR-02-03
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Figura 16: Curvas de inibicdo do crescimento das cepas Silvio X10.cl1 e Colombiana de T.

cruzi pelo composto SNR-02-03.

3.3.2 Avaliacéo da citotoxicidade do composto SNR-02-03 para células LLC-MK2

Tendo em vista a atividade promissora do composto SNR-02-03, foi analisada sua

citotoxicidade para células LLC-MK2. As monocamadas foram incubadas por 72h a 37 °C,

com diferentes concentragcdes do composto (0 a 160 uM). Como controle da eficiéncia do

ensaio, as monocamadas foram incubadas com azida sodica (0,3 pM), conhecido inibidor da

citocromo oxidase, e, consequentemente da fosforilagdo oxidativa. A citotoxicidade foi

determinada com base na reducdo do MTT a um composto colorido, denominado formazan

(Tabela 12).
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Tabela 12: Absorbancia do formazan produzido por células LLC-MK2 incubadas com
diversas concentra¢des do composto SNR-02-032.

C+ C- Concentracao do SNR-02-03 (uUM)
0 0,3 5 10 40 80 160
Abs. a 590 nm 0,879 0,254 0,225 0,310 0,246 0,074 0,071
dp® 0,083 0,008 0,034 0,079 0,014 0,004 0,008
% inibigdo® 0 71,13 7441 64,78 8343 91,62 91,89

2Meédia e desvio padrao obtidas a partir de 3 réplicas de um (nico ensaio;
b dp, desvio padrio;

¢ Porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle (C+);

d Controle negativo (C-), azida sddica a 0,3 pM.

Os dados mostram que o composto SNR-02-03 apresenta elevada citotoxicidade
para as células de mamifero em cultura, obtendo-se uma inibicdo da ordem de 70% com
concentracdes de 5 e 10 uM. O mesmo nivel de citotoxicidade foi obtido com 0,3 uM de

azida sédica.

3.3.3 Analise do coeficiente de particdo dos derivados de quinazolina e oxadiazol e modelos
moleculares tridimensionais

As caracteristicas de hidrofobicidade sdo um dos possiveis fatores que poderiam
ter influido na atividade anti-T. cruzi dos compostos investigados. Para definir a natureza
hidrofébica ou hidrofilica de determinado composto utiliza-se o parametro P, que corresponde
ao seu coeficiente de particdo octanol/agua. O valor de P indica a tendéncia preferencial do
composto de dissolver-se em wuma fase oleosa (lipossolubilidade) ou aquosa
(hidrossolubilidade). O logaritmo desse coeficiente é representado por CLogP: quanto maior
for valor de CLogP, mais hidrofobico é o composto, e quanto menor, mais hidrofilico (Figura
17). Compostos com CLogP mais elevados tém maior facilidade de permear as membranas
celulares (LIPINSKI et al. 1997; GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1998).
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Hidrofobicidade e Hidrofilicidade

Valores de CLogP

Figura 17: Desenho esquematico para identificacdo dos valores ideais de CLogP para
farmacos. A: valores de 7 a 5, farmacos tendem a ficar retidos nas membranas; B: valores de 2
a 5 correspondem a faixa recomendada para um farmaco eficaz; C: valores de 2 a -3
dificultam a permeacdo dos farmacos pelas membranas bioldgicas. Adaptado de Masunari e
Tavares (2006).

Os valores de CLogP dos derivados de Quinazolina e Oxadiazol (Figura 18)
foram determinados conforme descrito em Materiais e Meétodos. Dois derivados da
Quinazolina (SNR-02-02 e SNR-02-06) e um derivado de Oxadiazol (SNR-03-01)
apresentam valores de CLogP na faixa de 1,2 a 1,9, propondo maior grau de hidrofilicidade e,
portanto, dificuldade de permea¢do por membranas bioldgicas. Trés derivados da Quinazolina
(SNR-02-03; SNR-02-04 e SNR-02-05) e dois derivados de Oxadiazol (SNR-03-02 e SNR-
03-06) apresentam valores de CLogP entre 3,5 e 4,2, indicando facilidade de permear
membranas bioldgicas e atingir o meio intracelular. No entanto, os resultados apresentados
anteriormente indicam que apenas o composto SNR-02-03 (CLogP 3,86) teve atividade
tripanocida, o que sugere que outros fatores, além de sua capacidade de penetrar na célula,
determinam seu modo de acdo. Por outro lado, deve ser lembrado que o valor de CLogP nao
foi determinado experimentalmente, mas sim, utilizando-se programas computacionais
especificos.

Além da estimativa do valor de CLogP dos compostos, os modelos moleculares
3D dos mesmos foram construidos, conforme descrito em Materiais e Métodos, mostrando a

distribuicéo de regies de maior ou menor hidrofobicidade em cada composto (Figura 18).
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SNR-02-02 SNR-02-03 SNR-02-04 SNR-02-05 SNR-02-06
CoH 0,5 Cy7H, 41,0, CgH 41,055 CoH 4055 C6H 514065
PM: 222,26 g PM: 33838 g PM: 366,39 g PM: 364,42 g PM:388,35¢
CLogP: 1,30 CLogP: 3,86 CLogP: 3,5 CLogP: 4,13 CLogP: 1,93

SNR-03-01 SNR-03-02 SNR-03-04 SNR-03-06
CysH, 1 N5055 CopH, 21,055 Cy7H,gl0;055 C1sHoCLN, 058
PM: 34533 g PM: 390,45 g PM: 360,38 g PM: 369,22 g

CLogP: 1,25 CLogP: 4,23 CLogP: 2,22 CLogP: 3,74

Figura 18: Mapa do potencial lipofilico dos compostos derivados de Quinazolina e
Oxadiazol. CLogP foi calculado no programa Marvin 5.0.4.1. O esquema de coloracdo na
representacdo 3D da molécula indica: em vermelho, regifes de maior hidrofilicidade; em
cinza, regifes de maior hidrofobicidade; e em azul, regides intermediérias.



70

3.4 CONCLUSOES

Neste subprojeto foi investigada a atividade de quatro derivados de Quinazolina e
de quatro derivados de Oxadiazol contra formas epimastigotas de duas cepas de T. cruzi.
Apenas o composto 4-(1H-benzo[d]imidazol-2-iltio)-6,7-imetoxiquinazolina (SNR-02-03)
mostrou atividade tripanocida promissora com valores de Clso de 14,5 e 13,7 UM para as
cepas Silvio X10.cll e Colombiana, respectivamente. Esse composto apresentou elevada
atividade citotoxica para células LLC-MK2 mesmo em baixa concentracéo (5 pM). Apesar de
0 composto apresentar valores de CLogP que propiciariam sua permeacdo em membranas
bioldgicas, sua elevada toxicidade também para células de mamiferos ndo o tornam um
composto promissor para o tratamento de DC.

Por outro lado, neste subprojeto foi possivel demonstrar que os compostos exibem
diferengas em suas atividades inibitérias quando avaliados em duas formulagdes de meio LIT.
Os dados sugerem que no meio de cultura mais pobre em nutrientes (LIT-Hb), no qual o
tempo de geracdo da cultura é maior, 0s compostos apresentam maior atividade tripanocida
para a cepa Colombiana e a mesma atividade para a cepa Silvio X10.cl1. Desta forma,
recomenda-se ndo comparar valores absolutos de Clso de um determinado composto cuja

atividade foi avaliada em meios de cultura e condi¢des experimentais diferentes.
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4 SUBPROJETO 2: SENSIBILIDADE A BENZNIDAZOL EM ESPECIES DA
FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE E EM REPRESENTANTES DO GENERO
TRYPANOSOMA. ANALISE DE GENES POTENCIALMENTE ENVOLVIDOS NA
RESISTENCIA ABZ

4.1 JUSTIFICATIVA

Conforme relatado anteriormente, nesse subprojeto buscou-se abordar o tema da
resisténcia natural de cepas de T. cruzi a BZ de forma indireta, investigando a sensibilidade
(ou a resisténcia natural) a BZ em tripanossomatideos.

Os componentes moleculares envolvidos na resisténcia natural a BZ ou na
resisténcia selecionada in vitro foram investigados em T. cruzi por diferentes abordagens:
sequenciamento génico, hibridizacdo diferencial em microarranjos de DNA, protedmica,
superexpressdo ou silenciamento de certos genes. A identificacdo de genes que apresentam
alteracdes estruturais ou expressao diferencial em parasitos sensiveis e em parasitos com
resisténcia natural ou selecionada pode proporcionar o entendimento da base molecular da
resisténcia a drogas, aumentando o foco para o aperfeicoamento da quimioterapia para a DC.

A maior parte dos estudos investigou diferencas entre os genes de cepas selvagens
e de cepas com resisténcia a BZ selecionada in vitro (aqui abreviada como RS).

A perda de um dos alelos do gene que codifica a TCNTR, nitroredutase de tipo |
que ativa nitroderivados, e mutacdes no alelo remanescente foram descritas em cepas com RS
(WILKINSON et al. 2008; MEJIA et al. 2012). Por outro lado, tais alteracbes no gene da
TcNTR néo foram observadas em isolados de T. cruzi naturalmente resistentes a BZ (MEJIA
etal. 2012).

A old yellow enzyme (OYE) foi isolada de leveduras em 1933 (WARBURG;
CHRISTIAN, 1933). A enzima recebeu este nome em funcéo da cor amarela conferida por
seu cofator FMN. Este é rapidamente reduzido por NAD(P)H e reoxidado por oxigénio. Além
de leveduras, OYE foi identificada em plantas e em bactérias, mas sua funcdo ndo €
totalmente conhecida. Em 2002, foi verificada a presenca de OYE em T. cruzi (TcOYE), e
caracterizado o gene que a codifica e que apresenta 16 a 28% de identidade com OYEs
descritas anteriormente (KUBATA et al. 2002). A enzima TcOYE recombinante atua na
sintese da prostaglandina F2a (sendo por isto também denominada prostaglandina F2a
sintase) e na reducdo de naftoquinonas e de compostos nitroheterociclicos (KUBATA et al.
2002). Assim como a TcNTR, TcOYE é uma nitroredutase de tipo I, que, porém, ativa NFX
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em condi¢Oes anaerdbicas (KUBATA et al. 2002). Murta et al. (2006) detectaram menor
quantidade de transcritos do gene de TcOYE (Genbank U31282) em cepas com RS.

Conforme descrito na Introducéo, superoxido dismutases (SOD) sd@o um grupo de
metaloenzimas que participam de mecanismos de defesa de muitos organismos, removendo 0
excesso de radicais superoxido via dismutacdo em gas oxigénio e H>O, (MCCORD;
FRIDOVICH, 1988). De acordo com seu cofator, as SODs séo classificadas em trés tipos:
Cu/ZnSOD, MnSOD e FeSOD. Em tripanossomatideos, apenas FeSODs foram descritas,
tendo sido caracterizados quatro genes, denominados FeSOD-A, FeSOD-B1, FeSOD-B2 e
FeSOD-C, em seus genomas (DUFERNEZ et al. 2006). Em T. cruzi, radicais superéxido
seriam formados a partir da ativagdo de nitroderivados por nitroredutases (MORENO et al.
1982). Utilizando diferentes abordagens, Nogueira et al. (2006) descreveram a amplificacdo e
aumento de transcritos do gene TcFeSOD-A (GenBank AAX84934.1), assim como a
expressao dessa enzima em cepas com RS. Essa adaptacdo promoveria a detoxificacdo de
radicais superdxido, tornando o parasito mais resistente a agdo dos compostos.

Que seja de nosso conhecimento, apenas nosso laboratdrio investigou genes
diferencialmente expressos em cepas sensiveis e naturalmente resistentes a BZ. Dentre 0s
genes diferencialmente expressos, o gene que codifica um transportador ABC (ATP Binding
Cassette) da subfamilia G, TcABCG1 (Genbank XM _813521.1), mostrou niveis de
transcritos significativamente aumentados em cepas naturalmente resistentes (ZINGALES et
al. 2015). Este gene apresenta SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) entre as cepas
(FRANCO et al. 2015). A transfeccdo do gene de cepas resistentes a BZ em uma cepa
sensivel, aumentou, em cerca de 50%, sua resisténcia ao farmaco (ZINGALES et al. 2015),
sugerindo que esse transportador poderia atuar no efluxo de BZ para fora do parasito.
Ortologos do transportador TCABCG1 foram identificados em Leishmania spp. e em
tripanosomas Africanos (FRANCO et al. 2015), embora sua funcéo bioldgica ainda ndo tenha

sido caracterizada.
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4.2 OBJETIVOS

O objetivo geral desse subprojeto é fazer um mapeamento da sensibilidade natural
a benznidazol em tripanossomatideos e analisar in silico possiveis elementos envolvidos na
sensibilidade/resisténcia a esse farmaco. Esse estudo podera contribuir para o entendimento

de fatores que determinem a resisténcia natural de T. cruzi a BZ.

Objetivos especificos:

a) Analisar a sensibilidade a BZ in vitro em espécies da familia Trypanosomatidae e em
representantes de clados do género Trypanosoma;

b) Resgatar as sequéncias dos genes OYE, NTR, FeSOD-A e ABCG1 de bancos de dados e
realizar analises in silico;

c) Realizar andlises filogenéticas baseadas nas sequéncias proteicas dos genes especificados

acima.
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4.3 MATERIAIS E METODOS
4.3.1 Organismos

As caracteristicas dos tripanossomatideos cuja sensibilidade in vitro a BZ foi
investigada sdo descritas na Tabela 13. Na Tabela também se identificam os pesquisadores

que cederam os indculos.

4.3.1.1 Curvas de crescimento e calculo do tempo de geracéo

Os organismos foram cultivados nos meios de cultura e temperaturas
especificados em Resultados, em garrafas de plastico (TPP, Suica) em estufa BOD. O tempo
de geracdo das culturas (TG) foi determinado, na fase exponencial de crescimento, a partir de
curvas de crescimento realizadas com trés réplicas técnicas e, em alguns casos, com réplicas
bioldgicas, e iniciadas com inoculos contendo nimero definido de organismos. As curvas de
crescimento foram determinadas nas mesmas condi¢cbes em que o ensaio de sensibilidade a
BZ foi realizado. Ou seja, em placas de 96 cavidades de fundo plano, com um volume de 200
ML por cavidade, na temperatura ideal de crescimento de cada organismo. A cada dia, a
concentracdo de tripanossomatideos foi determinada por contagem em Camara de Neubauer.
Para determinar o TG, foi utilizada a Equag&o 2, descrita no Subprojeto 1.

4.3.1.2 Obtencao de imagens dos organismos

A cultura foi centrifugada e lavada duas vezes com PBS, pH 7,4. Um esfregaco
contendo um ndmero adequado de organismos foi aplicado a lamina; secado a temperatura
ambiente e fixado com Metanol PA (100%). As Iaminas foram submersas em Giemsa diluido
pelo tempo necessario e, em seguida, lavadas por imersdao em agua. Apds secagem, a cada
lamina foram adicionadas gotas de Entellan® e laminula. As fotos foram obtidas em aumento

de 1000x em microscépio ético (Nikon) com o auxilio de uma camera fotografica acoplada.



Tabela 13: Caracteristicas dos parasitos.

Espécie Cepal/lsolado Género (Subgénero) Hospedeiro Forma

. Silvio X10.cl1 . ) ) .
T.cruzi & - Trypanosoma (Schizotrypanum) Humano Homo sapiens Epimastigota

Colombiana

T. c. marinkellei B TCC 344 Trypanosoma (Schizotrypanum) Morcego Carollia perspicillata Epimastigota
T. rangeli B TCC 086 AM 80 Trypanosoma (Herpetosoma) Humano Homo sapiens Epimastigota
T. dionisii B TCC 211 Trypanosoma (Schizotrypanum) Morcego Eptesicus brasiliensis Epimastigota
T. brucei brucei © Lister 427 Trypanosoma Humano Homo sapiens Prociclico
L. (L.) infantum P LD/1972/WT Leishmania (Leishmania) Humano Homo sapiens Promastigota
L. (V.) braziliensis P MHOM/BR/1975/M2903 Leishmania (Viannia) Humano Homo sapiens Promastigota
L. (L.) enriettii & TCC 2753 Leishmania (Leishmania) Porquinho-da-india Cavia aperea Promastigota
L. (L.) tarentolae B TCCO17E Leishmania (Leishmania) Lagartos Promastigota
C. fasciculata B TCC 039E Crithidia Dlptliri?r,]:f)?:;t;ra € Culex pipiens Coanomastigota
A. deanei B TCCO036 E Angomonas Hemiptera Zelus leucogrammus ~ Coanomastigota
S. galati B TCC 219 Strigomonas Diptera Lutzomya almerioi p';ll?%egff?ggs
P. serpens B TCC 060 E Phytomonas Tomate ng:uﬁiﬁfr?]n Promastigota
Paratrypanosoma sp.B TCC 2913 Paratrypanosoma Percevejo Ricolla sp. Promastigota
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Procedéncia dos indculos: A, Prof.a D.ra Bianca S. Zingales (IQ-USP); B, Prof.a D.ra Marta Maria G. Teixeira (ICB-USP); ¢, Prof. D.r Sérgio Schenkman (DMIP-UNIFESP);
D, Prof.a D.ra Silvia R. B. Uliana (ICB-USP). TCC: Trypanosomatid Culture Collecction.
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4.3.2 Sensibilidade a BZ

A sensibilidade a BZ foi determinada em organismos em fase exponencial de
crescimento. Os organismos foram incubados com diferentes concentragdes de BZ
(especificadas em Resultados), em placas de 96 cavidades de fundo plano e em volume final
de 200 pL, no meio de cultura e temperatura adequadas por 72h, com réplicas técnicas e

bioldgicas.

4.3.2.1 Sensibilidade a BZ determinada com o ensaio do MTT

O ensaio do MTT, utilizado no Subprojeto 1 para monitorar a citotoxicidade em
células LLC-MKZ2, foi padronizado para 0s protozoarios estudados.

Apdbs exposicao dos parasitos a diferentes concentracdes de BZ, 10 L de MTT (5
mg/mL em PBS, pH 7,4) foram adicionados a cada amostra, seguindo-se incubacao adicional
de 2h na temperatura de cultivo (25 ou 28 °C). Em seguida, a microplaca foi centrifugada a
4000 xg por 10min e 150 puL do sobrenadante de cada amostra foram retirados e descartados.
Adicionou-se 100 pL de DMSO pré-aquecido em banho a 56 °C. A microplaca foi
homogeneizada por 30min, no escuro a temperatura ambiente por agitacdo. A coleta de dados
foi realizada no comprimento de onda de 590 nm em leitor de ELISA (Epoch da BioTek

Instruments).

4.3.2.2 Célculo Clso para BZ

Assim como no Subprojeto 1, a Clso para BZ de parasitos sensiveis ao farmaco foi
determinada com o programa OriginPro8.0 (versdo 8.0. SR00 - Trial, OriginLab Corporation:
Northampton, MA, EUA, 2007, licencga institucional).

4.3.3 Captacgéo de BZ

A captacdo de BZ por formas promastigotas de L. (L.) infantum (LD/1972/WT),
por epimastigotas de T. cruzi (Silvio X10.cl1) e por formas promastigotas de P. serpens (TCC
060 E) foi investigada utilizando-se o método de Boiani et al. (2010), com algumas
modificagdes. Os parasitos, cultivados nos respectivos meios e em fase exponencial de

crescimento, foram lavados duas vezes com meio A/G (NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; NazHPO4
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8 mM; KH2HPO4 15 mM; glicose 10 mM) contendo 10 mg/mL de soroalbumina bovina
(BSA) e ressuspensos neste meio na concentragdo final de 108 parasitos/mL. As suspensdes
foram incubadas por 1h, com leve agitacdo, nas temperaturas especificadas em Resultados.
Em seguida, foi adicionado BZ, sendo retiradas aliquotas de 1,5 mL em diferentes tempos,
que foram transferidas para microtubos e centrifugadas a 14 000 xg por 3min. A absorbancia
do sobrenadante foi determinada em espectrofotometro (Cary 60 UV-Vis — Varian) com o
auxilio do programa Cary Win UV versdo 5.0.0.999 (Agilent Technologies, Australia PTY
Ltda. 2011) no comprimento de onda de 324 nm. A quantidade de composto interiorizada em
cada tempo foi calculada a partir da reducdo da absorbancia do meio em relagdo ao valor da
absorbancia no tempo Omin, levando-se em consideracdo o valor do coeficiente de
absortividade molar (g) de BZ, £324nm = 14 920 Mcm™ (Equacéo 3).

Abs.ty - Abs.ty
Quy = ——— 3)

&

Onde: Qv = Quantidade de composto interiorizada (Molar);
Abs.to = Absorbancia do meio no tempo Omin;
Abs.tx = Absorbancia do meio no tempo Xmin;
¢ = Coeficiente de absortividade molar.

4.3.4 Analises Filogenéticas

4.3.4.1 Caracteristicas das proteinas utilizadas

Quatro proteinas foram selecionadas para verificar seu potencial em determinar o
surgimento da sensibilidade/resisténcia a BZ em tripanossomatideos. As caracteristicas dos

genes e proteinas da cepa CL Brener de T. cruzi sdo descritas na Tabela 14.
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Tabela 14: Caracteristicas dos genes e proteinas TCNTR, TCABCGL, TcOYE e TcFeSOD-A
da cepa CL Brener.

Proteina GENE PROTEINA
Acesso Tamanho  NUdmero de Acesso Numero de
GenBank (pb?) copias® GenBank Aminoacidos
TcNTR® XM_805552.1 939 1 XP_810645.1 312
TcABCG1¢ XM_813521.1 1998 1 XP_818614.1 665
TcOYE® XM _816510.1 1140 2 XP_821603.1 379
TcFeSOD-AT XM _807064.1 702 2 XP_812157.1 233

2 pb, pares de bases;

b No genoma haploide;

¢ haplétipo Esmeraldo (WILKINSON et al. 2008);

9 hapl6tipo ndo-Esmeraldo (ZINGALES et al. 2015);
¢ haplétipo ndo-Esmeraldo (MURTA et al. 2006);
"haplétipo Esmeraldo (NOGUEIRA et al. 2006).

4.3.4.2 Anélise e alinhamento das sequéncias

Homologos das proteinas foram encontrados a partir de buscas por similaridade
nos dados gendmicos disponiveis em bancos de dados publicos - GenBank e TryTripDB - e
em bancos do projeto AToL (Assembly of Tree of Life) da NSF (National Science Foundation,
EUA), conforme indicado na Tabela 15.

O programa EMBOSS explorer (getorf, versdo 2.2.0, SourceForce, 2006) foi
utilizado para obter as sequéncias das fases de leitura aberta (ORF: Open Reading Frame) das
sequéncias de nucleotideos com tamanho minimo de 150 nucleotideos. Buscas por
similaridade foram realizadas com o programa BLAST (tBlastn - NCBI) utilizando como
“iscas” (queries) as sequéncias descritas na Tabela 14 e um cutoff de e-value de 1e™°. As
sequéncias putativas obtidas foram convertidas em proteinas por traducdo in silico, alinhadas
com o auxilio do programa Clustal Omega (versdo 1.2.2, Clustal, 2016) (SIEVERS et al.
2011) e visualizadas no programa Seaview (versdao 3.2, PRABI, 2014) (GALTIER; GOUY;
GAUTIER, 1996).

Os Dominios Conservados das “iscas” foram utilizados como referéncias
positivas no CDD (Conserved Domains Database - NCBI) (MARCHLER-BAUER et al.

2014) para atestar a fidelidade das sequéncias identificadas. As sequéncias falso-positivas
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foram eliminadas. As sequéncias que ndo apresentaram ou que sofreram delecdo de sitios
relevantes de cada enzima foram removidas e as demais foram analisadas quanto as alteragdes
(substituicdes) nestes sitios. Assim, foram obtidos os ortélogos e paralogos, os quais foram
alinhados novamente com o Clustal Omega (SIEVERS et al 2011), produzindo um
alinhamento multiplo de sequéncias (MSA: Multiple Sequence Alignment). Na auséncia de
ortélogos identificados, a busca foi repetida diretamente nas sequéncias gendmicas (contigs e
scaffolds) para encontrar as sequéncias fragmentadas em mais de um segmento gendmico
(contig), e que estariam ausentes nas fases de leitura abertas obtidas anteriormente com o

programa getorf.
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Tabela 15: Genomas de tripanossomatideos e de Bodo saltans utilizados neste estudo.

Organismo Cepa/lsolado Banco NUmero de acesso
Trypanosomatida
Trypanosoma cruzi CL Brener TriTrypDB
Trypanosoma cruzi Silvio X10.cl1 GenBank ADWP00000000
Trypanosoma cruzi Dm28c GenBank AYLP00000000.1
Trypanosoma cruzi marinkellei  TCC 344 AToL
Trypanosoma cruzi marinkellei  B7 GenBank AHKC00000000.1
Trypanosoma brucei brucei Lister 427 TriTrypDB
Trypanosoma brucei brucei TREU927 TriTrypDB
Trypanosoma brucei gambiense DAL972 TriTrypDB
Trypanosoma congolense IL3000 TriTrypDB
Trypanosoma evansi STIB 805 TriTrypDB
Trypanosoma vivax Y486 GenBank CAEX00000000.1
Trypanosoma livingstonei TCC 1270 AToL
Trypanosoma rangeli AMB80 AToL
Trypanosoma rangeli SC 58 GenBank AUPL00000000.1
Trypanosoma dionisii TCC 211 AToL
Trypanosoma erneyi TCC 1946 AToL
Phytomonas serpens 9T GenBank AIHY00000000.1
Angomonas deanei TCC 036E GenBank AUXMO00000000.1
Strigomonas galati TCC 219 GenBank AUXNO00000000.1
Crithidia fasciculata Cf-ClI GenBank AODS00000000.2
Leishmania (L.) enriettii LEM3045 GenBank ATAF00000000.2
Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903  GenBank AOSE00000000.1
Leishmania (L.) major Friendlin TriTrypDB
Leishmania (L.) tarentolae ParrotTarll TriTrypDB
Leishmania (L.) infantum JPCM5 GenBank CACT00000000.1
Bodonida
Bodo saltans ATCC 30905 GenBank CYKHO00000000.1
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4.3.4.3 Reconstrucao de genealogias

As arvores filogenéticas de cada proteina foram criadas a partir dos MSA por
estimagdo de méaxima verossimilhanca (MLE: Maximum Likelihood Estimation) com o uso do
programa RAXML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood, verséo 8.2.0, Heidelberg
Institute for Theoretical Studies, 2016) (STAMATAKIS, 2014), o qual escolheu
automaticamente fazer o alinhamento das sequéncias de aminoacidos com o AIC (Akaike
Information Criterion) com o0 uso do programa ProtTest (versdo 3.4.2) (ABASCAL;
ZARDOYA; POSADA, 2005). A verificacdo de acuracia quanto ao grau de sustentacdo dos
ramos das arvores obtidas foi mensurado pela analise de Bootstrap, com o programa PAUP*
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony, versdao 4.0) (SWOFFORD, 2002), com 1000
pseudo-réplicas. As arvores foram visualizadas e editadas com o auxilio dos programas
Figtree (versdo 1.4.3, BEAST Developers, 2017) e InkScape (versdo 0.92.1, 2017).
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4.4 RESULTADOS
4.4.1 Organismos e condicgdes de cultivo

Os organismos estudados compreendem um grupo de protozoarios pertencentes a
familia Typanosomatidae (antiga ordem Kinetoplastida) (Figura 19), a qual inclui parasitos
obrigatorios somente de insetos (monogenéticos), de insetos e vertebrados (digenéticos), e de
insetos e plantas (digenéticos) (STEVENS, 2008). Neste subprojeto a sensibilidade a BZ foi
investigada em representantes dos géneros Trypanosoma, Leishmania, Phytomonas, Crithidia,
Angomonas, Strigomonas e Paratrypanosoma, identificados na Figura 19. Algumas das
espécies de cada género, onde esse parametro foi analisado, sdo assinaladas na Figura 20 que
representa o consenso atual das relacGes filogenéticas de Kinetoplastideos (JACKSON, 2015).

A seguir, visando investigar a sensibilidade a BZ, foram caracterizados alguns

parametros do crescimento das culturas dos organismos selecionados.
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Figura 19: Esquema da classificacdo de géneros da familia Trypanosomatidae. Parasitos: A: Monogenéticos — insetos; B: Digenéticos — insetos e
vertebrados; ©: Digenéticos — insetos e plantas. Os géneros cujos representantes foram investigados nesse estudo sao identificados. O asterisco (*)
indica géneros que possuem uma estreita relacdo com endossimbiontes bacterianos (MOREIRA; LOPEZ-GARCIA; VICKERMAN, 2004,

STEVENS, 2008).
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Figura 20: Cladograma que ilustra o consenso atual das relacbes filogenéticas de
Kinetoplastidios. Figura adaptada de Jackson (2015). Os retangulos indicam algumas das
espécies cuja sensibilidade a BZ foi investigada.
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4.4.1.1 Género Trypanosoma

Pertencem ao género Trypanosoma (Figura 21) agentes causadores de infeccOes
humanas relevantes, tais como a DC e a doenga do sono, também denominada
tripanossomiase Africana humana, causada, respectivamente, pelo T. cruzi e pelo T. brucei.
Pertencem também a esse género T. rangeli, que infecta humanos, mas que, aparentemente,
ndo causa patologias e espécies de Trypanosoma que infectam morcegos, como por exemplo
T. c. marinkellei e T. dionisii (HAMILTON; TEIXEIRA; STEVENS, 2012).

Geénero Clados

inclu 72 eruzi, T rangeli, T. cruzi marinkellei, T. dionisii, T.

T cruzi —) 3 : ¢ .
vespertilions e um tripanossoma de cangurus australianos;

inclut tripanossomas de mamiferos africanos, transmitidos por
T brucei |—» mosquitos tsetse, por exemplo, T. brucei, T. congolense, T.
evansi, 1. simiae e T, vivax;

inclut tripanossomas de roedores, por exemplo,

T. lewisi » o7

T nabiasi e T. talpae;
Thypanasoma

T theileri N inclui tripanossomas de marsuptais e mamiferos placentanios, por
exemplo, 7. theileri;

Aquatico composto principalmente por espécies aquaticas e de anfibios;

de Aves

de Lagartos

<

Crocodilianos

Figura 21: Esquema da distribuicdo de clados no género Trypanosoma. Adaptado de
Hamilton, Gibson e Stevens. (2007).

Conforme descrito anteriormente, no que se refere a sensibilidade a
nitroderivados, ha cepas de T. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes ao BZ e NFX.
Apenas dois relatos descrevem a atividade de BZ sobre formas promastigotas ou sanguineas
de T. brucei (PRATHALINGHAM et al. 2007; WILKINSON et al. 2008), sendo que apenas
NFX é usado no tratamento da tripanossomiase Africana humana (KEATING et al. 2015).

Para T. rangeli foi descrito que NFX negativa a parasitemia na infeccdo murina,
mas ndo ha relatos da atividade de BZ nesse organismo (MARINKELLE, 1982). A atividade
do BZ em T. c. marinkellei ndo foi investigada, ao contrario do que foi descrito em T. dionisii

em que 10 pg/mL de BZ inibem a proliferacdo de formas intracelulares (BAKER; SELDEN,
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1981). O conjunto de observagdes justifica a necessidade de investigar a sensibilidade a BZ
em representantes do género Trypanosoma.

4.4.1.1.1 Trypanosoma cruzi

Duas cepas humanas de T. cruzi foram escolhidas para estudo, uma mais sensivel
a BZ (Silvio X10.cll) e outra considerada naturalmente resistente a este farmaco
(Colombiana) (FILARDI e BRENER, 1987). Ambas as cepas foram cultivadas em meio LIT-
He 10% SFB, a 28 °C. Na Figura 22 estdo os registros fotograficos desses parasitos em fase
exponencial de crescimento e a curva de crescimento, partindo-se de um in6culo inicial de 107

parasitos/mL. Os valores do TG das culturas sdo apresentados na Tabela 16.

’ Curva de crescimento de T ¢cruzi em meio LIT-He 10%
SFB
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Figura 22: Registro fotografico e curva de crescimento das cepas Silvio X10.cl1 (A) e
Colombiana (B). As laminas foram coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Culturas
mantidas em meio LIT-He 10% SFB a 28 °C. Indculo inicial: 107 parasitos/mL.

4.4.1.1.2 Trypanosoma rangeli

A cepa de T. rangeli utilizada, TCC 086 AM80, € proveniente de caso humano da
Amazonia, e foi cedida pela Prof.a D.ra Marta Teixeira (ICB-USP). O cultivo deste parasito
requer um meio mais rico em nutrientes do que o meio utilizado para cultivar T cruzi. Esse
meio, denominado LIT-Es (Meio LIT com formulacdo Especial) 10% SFB, foi cedido pela
M.a Marta Campaner, técnica do Laboratério de Taxonomia e Filogenia de

Tripanossomatideos da Prof.a D.ra Marta Teixeira (APENDICE B). Formas epimastigotas
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foram cultivadas a 28 °C. Na Figura 23 mostra-se o registro fotografico dos parasitos e a
curva de crescimento, partindo-se de um indculo inicial de 10° parasitos/mL e 2 x 10°

parasitos/mL. Os valores do TG das culturas sdo apresentados na Tabela 16.

Curvade crescimento de 7. rwungeli em meio LIT-Es
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Figura 23: Registro fotografico e curva de crescimento do T. rangeli. As laminas foram
coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos: A: em divisdo e B: em fase exponencial.
Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28 °C. Indculo inicial de 1 x 10% e 2 x 10°
parasitos/mL.

4.4.1.1.3 Trypanosoma dionisii

A cepa de T. dionisii utilizada, TCC 211, é proveniente de morcego coletado em
Séo Paulo, e foi cedida pela Prof.a D.ra Marta Teixeira (ICB-USP). A forma epimastigota foi
cultivada em meio LIT-Es 10% de SFB a 28 °C. Uma das caracteristicas da cultura é que 0s
parasitos formam rosetas aderidas ao fundo da garrafa na qual sdo mantidos. Para a contagem
dos parasitos é necessario desfazer as rosetas por pipetagens sucessivas.

Na Figura 24 A mostra-se 0 registro fotografico da forma epimastigota em
divisdo. Nos painéis B e C é possivel observar uma peculiaridade do T. dionisii, ja relatada
por Lima et al. (2012), que consiste na migracdo do cinetoplasto para o lado oposto ao flagelo
conforme a cultura sai da fase exponencial e entra na fase estacionéria. Na Figura 24
registram-se também as curvas de crescimento obtidas com indculos iniciais de 0,2 x 10° e de

2 x 106 parasitos/mL. Os valores do TG das duas culturas constam na Tabela 16.
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Figura 24: Registro fotografico e curva de crescimento do T. dionisii. As laminas foram
coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos, A: em divisdo; B: em fase exponencial,
C: em fase estacionaria; c: cinetoplasto; n: nucleo; r: flagelo. Culturas mantidas em meio LIT-
Es 10% SFB a 28 °C. Indculo inicial de 0,2 x 10° e 2 x 10° parasitos/mL.

4.4.1.1.4 Trypanosoma cruzi marinkellei

A cepa de T. c. marinkellei investigada foi a TCC 344, proveniente de morcego
coletado em Monte Negro (RO), e cedida pela Prof.a D.ra Marta Teixeira (ICB-USP). A
forma epimastigota foi cultivada em meio TC100 (Vitrocell Embriolife) 10% SFB a 28 °C.
Na cultura, os parasitos formam rosetas dispersas. Na Figura 25 mostra-se 0 aspecto dos
parasitos em fase exponencial de crescimento e as curvas de crescimento obtidas com

indculos iniciais de 1 x 10°e de 2 x 10° parasitos/mL. Na Tabela 16 constam os valores do TG
das duas culturas.
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Figura 25: Registro fotografico e curva de crescimento do T. c. marinkellei. As laminas
foram coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos, A: em divisdo; B: em fase
exponencial. Culturas mantidas em meio TC100 10% SFB a 28 °C. Indculo inicial de 1 x 108
e 2 x 106 parasitos/mL.



89

4.4.1.1.5 Trypanosoma brucei brucei

T. brucei foi dividido em trés subespécies: T. b. brucei, T. b. gambiense e T. b.
rhodesiense. A primeira subespécie é parasito de vertebrados ndo humanos, e raramente pode
infectar humanos, ao contrario das outras duas subespécies que causam patologias no homem.

Foi escolhido o isolado de T. b. brucei 427 Lister, cedido pelo Prof. D.r Sérgio
Schenkman (UNIFESP). A forma prociclica foi mantida em fase exponencial de crescimento
em meio SDM-79 (LGC Biotecnologia) 10% SFB a 28 °C. A Figura 26 (A e B) mostra o
aspecto dos parasitos e as curvas de crescimento obtidas com indculos iniciais de 0,5 x 10°%e

de 1 x 106 parasitos/mL. Na Tabela 16 constam os valores do TG das duas culturas.
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Figura 26: Registro fotogréfico e curva de crescimento do T. b. brucei. As I&aminas foram
coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos, A: em divisdo; B: em fase exponencial.
Culturas mantidas em meio SDM-79 10% SFB a 28 °C. Indculo inicial de 0,5 x 10°e 1 x 10°
parasitos/mL.

4.4.1.2 Géneros Crithidia, Angomonas e Strigomonas

Crithidia é um dos géneros que apresenta espécies endossimbiontes.
Anteriormente, esse género incluia os atuais géneros Angomonas e Strigomonas. Mais
recentemente, o género Angomonas foi distinguido de Crithidia, com base em diferencas na
posicdo do cinetoplasto. Posteriormente, analises filogenéticas baseadas em sequéncias do
SSU rRNA, gGAPDH e ITS1 rDNA distinguiram os géneros Crithidia, Angomonas e
Strigomonas (TEIXEIRA et al. 2011).

As culturas de C. fasciculata (TCC 039 E), A. deanei (TCC 036 E) e S. galati
(TCC 219), foram cedidas pela Prof.a D.ra Marta Teixeira (ICB-USP). Todos os isolados
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foram obtidos de insetos. Os parasitos foram cultivados em meio LIT-Es 10% de SFB em
BOD a 28 °C, mantendo a forma coanomastigota ou de flagelados polimdrficos. Estes
parasitos formam rosetas aderidas as paredes da garrafa na qual séo cultivados, e, quando

dispersos no meio, se movimentam rapidamente.

4.4.1.2.1 Crithidia fasciculata

Na Figura 27 mostra-se 0 aspecto do parasito e das rosetas e as curvas de
crescimento obtidas com indculos iniciais de 0,1 x 10°%e de 0,2 x 10° parasitos/mL. Os TGs de

ambas as culturas sdo apresentados na Tabela 16.
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Figura 27: Registro fotografico e curva de crescimento de C. fasciculata. As laminas foram
coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos, A: em fase exponencial; B: roseta.
Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28 °C. Inéculo inicial de 0,1 x 10%¢ 0,2 x 10°
parasitos/mL.

4.4.1.2.2 Angomonas deanei

Na Figura 28 apresenta-se a morfologia dos parasitos e as curvas de crescimento
obtidas a partir de indculos de 0,1 x 10%e de 0,2 x 10° parasitos/mL. Os TGs das duas culturas

séo apresentados na Tabela 16.
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Figura 28: Registro fotografico e curva de crescimento de A. deanei. As laminas foram
coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos, A: em divisdo; B: em fase exponencial.

Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28 °C. Inéculo inicial de 0,1 x 10%e 0,2 x 108
parasitos/mL.

4.4.1.2.3 Strigomonas galati

A morfologia dos parasitos de S. galati € apresentada na Figura 29, juntamente
com as curvas de crescimento a partir de 0,2 x 10° e de 1 x 10° parasitos/mL. Nota-se que a
velocidade de crescimento da cultura com inéculo inicial de 1 x 10° parasitos/mL diminui

apos 48h. Os TGs das culturas na fase exponencial de crescimento constam na Tabela 16.
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Figura 29: Registro fotografico e curva de crescimento de S. galati. A ldamina foi corada com

Giemsa. Aumento de 1 000x. Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28 °C. In6culo
inicial 0,2 x 10%e 1 x 10° parasitos/mL.
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4.4.1.3 Género Leishmania

O género Leishmania inclui parasitos causadores das leishmanioses. O género é
dimérfico, possuindo duas formas principais, a amastigota intracelular e a promastigota
flagelada. O ciclo de vida é heteroxénico com um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado.
As diferentes espécies sdo transmitidas por insetos do género Phlebotomus, no Velho Mundo,
e do género Lutzomyia, no Novo Mundo. Seus hospedeiros primarios sdéo mamiferos e répteis.

O género esté dividido em dois subgéneros: Leishmania e Viannia. Nesse estudo
foi avaliada a sensibilidade a BZ em duas espécies patogénicas para o homem: L. (L.)
infantum (LD/1972/WT), que causa lesdes viscerais (calazar) e L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903), que causa lesdes cutaneas e em mucosas. As culturas foram
cedidas pela Prof.a D.ra Silvia Uliana (ICB-USP). A forma promastigota dos parasitos foi
cultivada a 25 °C em meio M199 10% de SFB e 2% urina masculina filtrada. Os parasitos
apresentam caracteristicas de crescimento diferentes, por exemplo, a cultura de L. (V.)
braziliensis, mesmo em fase exponencial, forma rosetas dispersas no meio, ao contrario da
cultura de L. (L.) infantum que forma rosetas, também dispersas, mas apenas quando esti em
fase estacionéria.

Também foi investigada a sensibilidade a BZ em L. (L.) enriettii (TCC 2753),
isolado de um porquinho-da-india, que aparentemente nao causa lesdes em humanos, e em L.
(L.) tarentolae (TCC 017 E), parasito isolado de lagarto que ndo é considerado patogénico
para 0 homem. Essas culturas foram cedidas pela Prof.a D.ra Marta Teixeira (ICB-USP) e
mantidas em meio LIT-Es 10% SFB; L. (L.) enriettii a 25 °C e L. (L.) tarentolae a 28 °C.

4.4.1.3.1 Leishmania (L.) infantum

Na Figura 30 constam os registros fotograficos do parasito e as curvas de
crescimento para inoculos iniciais de 10 e de 107 parasitos/mL. Os valores do TG das

culturas séo apresentados na Tabela 16.
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Figura 30: Registro fotografico e curva de crescimento de L. (L.) infantum. As laminas foram
coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos A: em divisdo; B: em fase exponencial.

Culturas mantidas em meio M199 10% SFB 2% urina a 25 °C. Inéculo inicial: 1 x 10%e 10 x
106 parasitos/mL.

4.4.1.3.2 Leishmania (V.) braziliensis
Na Figura 31 constam as imagens dos parasitos e as curvas de crescimento a partir

de indculos de 1 x10° e de 10 x10° parasitos/mL. Os valores do TG das culturas sdo
apresentados na Tabela 16.
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Figura 31: Registro fotografico e curva de crescimento de L. (V.) braziliensis. As laminas
foram coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos, A: roseta; B: em fase exponencial.

Culturas mantidas em meio M199 10% SFB 2% urina a 25 °C. Inéculo inicial: 1 x 10%e 10 x
106 parasitos/mL.
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4.4.1.3.3 Leishmania (L.) tarentolae

Na Figura 32 constam as imagens dos parasitos e as curvas de crescimento a partir
de in6culos de 0,2 x 106 e de 2 x 10° parasitos/mL. Na Tabela 16 constam os valores do TG.

Curva de crescimento de L. farentolae em meio LIT-Es
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Figura 32: Registro fotografico e curva de crescimento de L. (L.) tarentolae. As laminas
foram coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos A e B em fase exponencial.
Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28 °C. Indculo inicial: 0,2 x 10° e 2 x 10°
parasitos/mL.

4.4.1.3.4 Leishmania (L.) enriettii

Na Figura 33 constam as imagens dos parasitos e as curvas de crescimento a partir
de indculos de 0,2 x 10° e de 2 x 10° parasitos/mL. Os valores dos TGs sdo apresentados na
Tabela 16.
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Figura 33: Registro fotogréfico e curva de crescimento de L. (L.) enriettii. As [aminas foram
coradas com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos A: roseta; B: em divisdo; C: em fase
exponencial. Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28 °C. Indculo inicial: 0,2 x 10°
e 2 x 106 parasitos/mL.

4.4.1.4 Género Phytomonas

Os tripanossomatideos do género Phytomonas sdo parasitos de plantas, e podem
ser encontrados no latex, floema, frutos e albimen de sementes em diversas familias de
vegetais que apresentam ampla distribuicdo geogréfica. Nestes estudos foi utilizada a cultura
de P. serpens (TCC 060 E) isolada de tomate e fornecida pela Prof.a D.ra Marta Teixeira

(ICB-USP). A forma promastigota do parasito foi cultivada em meio LIT-Es 10% de SFB a
28 °C.

4.4.1.4.1 Phytomonas serpens

A morfologia da forma promastigota é mostrada na Figura 34, juntamente com as
curvas de crescimento obtidas a partir de indculos de 0,2 x 10° e de 1 x 10° parasitos/mL.
Observa-se que a velocidade de crescimento da cultura iniciada a partir de 1 x 10°
parasitos/mL diminui apds 48h de incubacéo e que a cultura iniciada com indculo de 0,2 x 108
parasitos/mL apresenta uma fase lag inicial de cerca de 48h. Os TGs das culturas na fase

exponencial de crescimento sdo apresentados na Tabela 16.
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Figura 34: Registro fotografico e curva de crescimento de P. serpens. A lamina foi corada
com Giemsa. Aumento de 1 000x. Parasitos, A: em divisdo; B: em fase exponencial; C: forma
alongada comum na fase estacionaria. Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28 °C.
Inéeulo inicial de 0,2 x 10%e 1 x 10° parasitos/mL.

4.4.1.5 Género Paratrypanosoma

Em 2013 foi relatada a descoberta de um novo tripanossomatideo de inseto,
isolado do tubo digestivo do mosquito Culex pipiens, que foi denominado Paratrypanosoma
confusum (FLEGONTOV et al. 2013). Filogenias baseadas no gene da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e SSU rRNA mostram que este parasito representa um ramo distinto entre o
tripanossomatideo de vida livre Bodo saltans e os clados de parasitos obrigatérios
representados pelo género Trypanosoma e 0s demais tripanossomatideos. O genoma deste
organismo foi sequenciado e esta sendo montado.

4.4.1.5.1 Paratrypanosoma sp.

Foi investigada a sensibilidade a BZ em Paratrypanosoma sp., isolado da espécie
de percevejo Ricolla sp., coletada no Parque Nacional da Soberania, na cidade de Panama,
cedido pela Prof.a D.ra Marta Teixeira (ICB-USP). Os parasitos foram cultivados em meio
LIT-Es 10% SFB a 28 °C. A morfologia da forma promastigota é mostrada na Figura 35,
juntamente com as curvas de crescimento obtidas a partir de inoculos de 0,1 e 1 x 10°

parasitos/mL. Os TGs das culturas na fase exponencial de crescimento séo apresentados na
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Tabela 16. Quando indculos com maior concentragdo de organismos foram utilizados,

verificou-se intensa aglutinacdo dos mesmos e adesdo a superficie da garrafa de pléstico.
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Figura 35: Registro fotografico e curva de crescimento de Paratrypanosoma sp. A lamina foi
corada com Giemsa. Aumento de 1 000x. Culturas mantidas em meio LIT-Es 10% SFB a 28
°C. Inéculo inicial de 0,1 e 1 x 10° parasitos/mL.

4.4.1.6 Resumo das condigbes de cultivo e valor dos tempos de geracdo dos
tripanossomatideos

Na Tabela 16 apresenta-se o resumo das condicGes de cultivo e os valores do TG

determinado na fase exponencial de crescimento das culturas.
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Tabela 16: Meio de cultura e tempo de geragéo dos parasitos escolhidos no estudo.

Espécie — cenalisolado Meio de Inéculo (x 10° parasitos/mL)?3
p p Cultura Tempo de geracéo (horas)
T 10
T. cruzi - Silvio X10.cl1 LIT-He 245
: : 10
T. cruzi - Colombiana LIT-He 247
- 1 2
T. rangeli - TCC086 AM80 LIT-Es 276 16,3
- - . 0’2 2
T. dionisii - TCC 211 LIT-Es 7.0 9.1
- - 1 2
T. c. marinkellei - TCC 344 TC100 9.2 14,6
_ 0,5 1
T. b. brucei - 427 SDM-79 19,0 10,9
_ 0,1 0,2
C. fasciculata - TCC 039 E LIT-Es 733 19.9
) 0,1 0,2
A. deanei - TCC 036 E LIT-Es 218 16.7
_ 0,2 1
S. galati - TCC 219 LIT-Es 24,9 15.3
_ 1 10
L. (L.) infantum - LD/1972/WT M199 226 36.3
L. (V.) braziliensis - M199 1 10
MHOM/BR/1975/M2903 46,8 41,0
0,2 2
L. (L.) tarentolae - TCC 017 E LIT-Es 15.6 216
L. (L.) enriettii - TCC 2753 LIT-Es 0.2 2
(L. 16,4 23,6
P. serpens - TCC 060 E LIT-Es 0.2 -
- Serp 14,4 22,0
0,1 1
Paratrypanosoma sp. - TCC 2913 LIT-Es 638 498

20 tempo de geracado foi calculado na fase exponencial de crescimento em culturas com diferentes concentragdes
de in6culo inicial.

O conjunto de dados mostra elevada heterogeneidade no comportamento das
culturas dos organismos selecionados para o estudo. Alguns organismos apresentam
crescimento muito acelerado, o que determina utilizar in6culos iniciais com baixa
concentracdo de parasitos para que, no tempo fixado de 72h, que sera utilizado para avaliar a
sensibilidade a BZ (ver item 4.3.2), os organismos ainda estejam em fase exponencial de
crescimento. Deve ser salientado que a sensibilidade a BZ seré avaliada a partir dos valores da

Clso, que reflete a concentracdo do composto que inibe 50% do crescimento da cultura, em
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relagdo a um controle incubado em auséncia do composto. Desta forma, para cada parasito foi
escolhida a concentracdo de inoculo inicial que proporciona um crescimento exponencial no

periodo de observacéo.

4.4.2 Sensibilidade a BZ
4.4.2.1 Escolha das condicGes de ensaio para avaliar a sensibilidade a BZ

Algumas abordagens metodoldgicas estdo disponiveis para avaliar a sensibilidade
de organismos a compostos. Inicialmente, foi avaliado se 0 método da variagdo da turbidez da
cultura (ver Subprojeto 1) poderia ser utilizado para monitorar a sensibilidade ao BZ de cepas
de T. cruzi e de L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis. Para isto, determinou-se o comprimento
de onda ideal dos meios de cultivo de cada parasito com a abordagem descrita no Subprojeto
1. Verificou-se que, para o meio utilizado para Leishmania (M199 10% SFB + 2% urina
masculina), o comprimento de onda ideal foi de 585 nm (48,9% de transmitancia) e, para o
meio LIT-He 10% SFB, 474 nm (49,3% de transmitancia).

Em seguida, foi determinada a correlacdo entre o numero de parasitos e a
absorbancia do meio (Figura 36). Verificou-se uma boa linearidade de resposta (Tabela 17).

Curvas da relacéo entre o numero de parasitos
e sua absorbancia no meio de cultivo
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Figura 36: Relacdo entre a concentracdo de parasitos e a absorbancia do meio de cultura.
Curva obtida com o leitor de ELISA (Epoch da BioTek Instruments) em meio M199 10%
SFB 2% urina (585 nm) para L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis e meio LIT-He 10% SFB
(492 nm) para as cepas Silvio X10.cl1 e Colombiana de T. cruzi.
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Outra abordagem utilizada para aferir a sensibilidade a farmacos emprega o ensaio
do MTT, que monitora, indiretamente, o numero de parasitos viaveis. Para validar este
método, foi aplicado o ensaio do MTT, descrito no item 4.2.2.2, a diferentes concentracdes de
formas epimastigotas da cepa Silvio X10.cl1 vivas e mortas pelo calor (incubacédo a 56 °C por
30min) (Figura 37). Os dados comprovam que parasitos mortos ndo produzem formazan. A
equacdo da reta mostra uma regressdo linear entre 0 numero de parasitos vivos e a

absorbancia do formazan produzido no ensaio.

Curvas da relagdo entre 0 nUmero de parasitos
e a absorbancia do formazan produzido
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Figura 37: Producéo de formazan por epimastigotas de T. cruzi (cepa Silvio X10.cl1) vivos e
mortos pelo calor. A absorbancia do formazan foi determinada a 590 nm. A equacdo da reta
indica a correlagdo entre o nUmero de parasitos e a absorbancia do formazan.

Tendo em vista que na cultura de varios tripanossomatideos ocorre a formacao de
rosetas (ver item 4.4.1), o que inviabilizaria 0 uso do método da variacdo da turbidez da
cultura, optou-se por utilizar o ensaio do MTT para avaliar a sensibilidade a BZ dos diversos

organismos.

4.4.2.2 Padronizagdo do ensaio do MTT para cada espécie de tripanossomatideo

Para cada parasito, foi determinada a correlacdo entre a concentracdo de
organismos vivos e a producéo de formazan no ensaio do MTT. Optou-se por apresentar todas
as curvas no APENDICE C, e mostrar as equagdes das retas determinadas nos ensaios (Tabela

17). Calculou-se também o valor do coeficiente de determinagdo R?, que indica quanto da
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variacdo total € comum aos elementos que constituem os pares analisados. Este valor esta no
intervalo [0, 1]. A reta de regressdo € um modelo perfeito quando R? = 1. Foi verificado que

para um grande numero de organismos analisados o valor de Rz é maior que 0,99.

Tabela 17: Equacdo da reta que correlaciona o numero de parasitos e a absorbancia do
formazan produzido no ensaio do MTT.

Espécie — cepalisolado Equacéo da reta? R2
T. cruzi - Silvio X10.cl1 y = 0,0035x + 0,0005 0,9987
T. cruzi - Colombiana y = 0,0055x + 0,0131 0,9951
T. rangeli - TCC086 AM80 y = 0,0103x + 0,0280 0,9569
T. dionisii - TCC 211 y = 0,0085x - 0,0022 0,9992
T. ¢. marinkellei - TCC 344 y =0,0118x - 0,0031 0,9981
T. b. brucei - 427 y =0,0281x + 0,0048 0,9951
C. fasciculata - TCC 039 E y = 0,0085x + 0,0474 0,9637
A. deanei - TCC 036 E y =0,0035x + 0,0235 0,9520
S. galati - TCC 219 y =0,0019x + 0,0221 0,9360
L. (L.) infantum - LD/1972/WT y =0,0128x + 0,2616 0,8631
L. (V.) braziliensis - MHOM/BR/1975/M2903 y =0,0125x + 0,2325 0,8117
L. (L.) tarentolae - TCC 017 E y =0,0061x + 0,0327 0,9676
L. (L.) enriettii - TCC 2753 y = 0,0120x - 0,0110 0,9678
P. serpens - TCC 060 E y =0,0067x +0,0176 0,9941
Paratrypanosoma sp. - TCC 2913 y =0,0212x + 0,0043 0,9955

@Calculada no programa do Excel.
bR? é o coeficiente de determinagio.

4.4.2.3 Determinacao da Clsg para BZ

A sensibilidade para BZ foi determinada ap6s um periodo de incubacdo de 72h,
ajustando-se o tamanho do in6culo para que a cultura estivesse em fase exponencial de
crescimento até o final do ensaio. A concentracdo de BZ variou de 0 a 80 uM para alguns
parasitos, e de 0 a 160 uM, para outros, conforme especificado a seguir. Foram feitas trés

réplicas bioldgicas e duas técnicas para cada amostra. Para organismos sensiveis a BZ (ver a
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sequir), as curvas de inibicdo do crescimento e os valores de Clso foram obtidos utilizando o
programa OriginPro8.0 (versdo 8.0. SROO - Trial, OriginLab Corporation: Northampton, MA,
EUA, 2007, licenca institucional).

Para facilitar a compreensdo, nos itens seguintes, a sensibilidade a BZ sera

avaliada em grupos de parasitos.

4.4.2.3.1 Género Trypanosoma

O efeito de concentracGes de BZ sobre o crescimento de diferentes espécies do
género Trypanosoma € resumido na Figura 38. A maior parte dos parasitos apresenta inibicao
do crescimento a partir de 1,25 UM de BZ, com exce¢do de T. dionisii que é altamente
resistente e que, na concentracdo de 160 pM, apresenta uma inibicdo de crescimento de
apenas 18%.

Curvas de inibigdo do crescimento por BZ de representantes do
género Trypanosoma
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Figura 38: Curva de inibicdo do crescimento de espécies do género Trypanosoma por BZ.

A seguir, foram apresentadas as curvas de inibicdo do crescimento e as Clso de BZ
para as cepas de T. cruzi Silvio X10.cl1 (Figura 39) e Colombiana (Figura 40); para T. c.
marinkellei (Figura 41); para T. rangeli (Figura 42); e para T. b. brucei (Figura 43). Os
valores sdo resumidos na Tabela 19.

Chama a atencéo o fato de que as curvas de inibicdo dose-resposta de T. cruzi e T.

c. marinkellei ttm um formato semi-logaritmico, ao passo que as curvas de inibicdo de T.
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rangeli e T. b. brucei tém um formato sigmoidal, sugerindo que T. cruzi e T. c. marinkellei

tenham maior sensibilidade a BZ do que T. rangeli e T. b. brucei. Isto pode ser comprovado a

partir dos valores de Clso determinados para as varias espéecies (ver também Tabela 19).

Curva de inibiciio do crescimento de . cruzi cepa
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Figura 39: Inibicdo do crescimento da cepa Silvio X10.cl1 de T. cruzi por BZ.

Curva de inibicéio do crescimento de I. ernzi cepa
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Figura 40: Inibicdo do crescimento da cepa Colombiana de T. cruzi por BZ.
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Curva de inibiciio do crescimento de T, c. marinkellei
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Figura 41: Inibicdo do crescimento de T. c. marinkellei por BZ.
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Figura 42: Inibicdo do crescimento de T. rangeli por BZ.



Figura 43: Inibicdo do crescimento de T. b. brucei por BZ.

4.4.2.3.2 Géneros Crithidia, Angomonas e Strigomonas
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Os parasitos dos géneros Crithidia, Angomonas e Strigomonas apresentaram

inibicdo do crescimento em concentracdes maiores do que 40 uM de BZ (Figura 44). Na

maior concentracdo de BZ utilizada (160 uM), a inibicdo do crescimento foi cerca de 20%,

sendo, esses parasitos considerados resistentes a BZ.
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Curva de inibicéo do crescimento por BZ de espécies
representantes dos géneros Crithidia, Angomonas e Strigomonas
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Figura 44: Inibicdo do crescimento de espécies dos géneros Crithidia, Angomonas e
Strigomonas por BZ.

4.4.2.3.3 Género Leishmania

As quatro espécies de Leishmania estudadas ndo foram sensiveis a BZ até a
concentracdo de 40 uM (Figura 45). A partir desta concentracdo, BZ apresentou inibicao
linear do crescimento até 160 uM, a maior concentracdo ensaiada. Os dados da Figura 45
sugerem que as espeécies L. (L.) infantum e L. (L.) tarentolae teriam sensibilidade maior a BZ

que L. (V.) braziliensis e L. (L.) enriettii.
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Curva de inibicéo do crescimento por BZ de espécies

representantes do género Leishmania
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Figura 45: Inibicdo do crescimento de espécies do género Leishmania por BZ.

Para comprovar a validade do ensaio do MTT, foi utilizado como controle

Anfotericina B (AB) (A9528 - Merck), conhecido inibidor do crescimento de formas

promastigotas e amastigotas em diversas espécies do género Leishmania (ESCOBAR et al.

2002). As espécies L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis foram incubadas com duas

concentracdes de AB, por 72h e a inibi¢do do crescimento foi determinada em relagcdo a um

controle em auséncia do composto (Tabela 18). Verificou-se que, nas nossas condicdes

experimentais, a concentracdo de 1 puM de AB promove 100% e 55% de inibicdo do

crescimento de L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis, respectivamente.

Tabela 18: Inibicdo do crescimento de duas espécies de Leishmania por Anfotericina B.

Controle (+)?

Anfotericina B (uM)

Parasitos

0 0,3 1

Abs.P 0,089 0,058 0
L. (L) infantum  dp° 0,065 0,005 0,005
%lCH - 35,39 100,00
Abs.p 0,145 0,099 0,065
L. (V.) braziliensis ~ dp° 0,002 0,008 0,015
%I CH - 32,07 55,34

@ C(+): controle sem adicdo de composto.

b Abs.: Média da absorbancia do formazan produzido.

¢ dp: desvio-padréo.

d961C: porcentagem de inibicdo do crescimento em relagdo a C(+).
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A cultura de P. serpens apresentou elevada sensibilidade ao BZ, sendo que com

80 UM do farmaco houve inibicdo total do crescimento (Figura 46).

Curva de inibiciio do crescimento de P serpens por
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g o Bz 390w 0 IC
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= | 40 0001 £0002 9849
= r 80 0,000  £0003 100,00
c-o III
0 [
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T ¥ T +: T
0 30 60

Figura 46:

Concentraciio de BZ (nM)

Inibicdo do crescimento de P. serpens por BZ.

4.4.2.3.5 Género Paratrypanosoma

A curva da sensibilidade da cultura de Paratrypanosoma sp. (TCC 2913) a BZ é

mostrada na Figura 47. Para este organismo notou-se um comportamento bastante diferente

daquele observado para os demais parasitos. Na concentracdo de 40 UM BZ, a inibi¢do do

crescimento é de 31%, aumentando-se a concentracdo para 160 pM, a inibicdo foi de 70%.

Conclui-se

que Paratrypanosoma sp. € resistente a BZ. Com os dados disponiveis ndo é

possivel calcular o valor da Clso.
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Figura 47: Inibicdo do crescimento de Paratrypanosoma sp. por BZ.

4.4.2.4 Resumo dos Resultados de sensibilidade a BZ

O conjunto das curvas de inibicdo de crescimento dos organismos estudados,
promovidas por diferentes concentracdes de BZ, é mostrado na Figura 48.

E evidente a divisdo dos parasitos em dois grupos: um grupo que apresenta curvas
de inibicdo do crescimento tipicas, que tendem a saturacdo; e um grupo que € insensivel a BZ
até a concentracdo de 40 uM e no qual a inibicdo aumenta linearmente até a maxima
concentracdo ensaiada de 160 uM. Paratrypanosoma sp. apresenta um padrdo de inibicéo
intermediario. Para este parasito ndo se observa tendéncia a saturacdo. Por outro lado, o

organismo apresenta uma inibicdo de crescimento de 30% na concentracdo de 40 UM de BZ.
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Paratrypanosoma sp.

Figura 48: Curvas de inibigdo do crescimento dos parasitos por BZ. A viabilidade de todos os
parasitos foi testada de 0 a 80 UM. Para as espécies cujo crescimento ndo foi inibido com 40

UM de BZ foram ensaiadas concentracfes do farmaco até 160 uM.

Para o primeiro grupo de parasitos foi possivel calcular os valores da Clsg, que sdo

resumidos na Tabela 19.

Tabela 19: Valores de Clso para BZ obtidos para parasitos que apresentaram inibi¢cdo do
crescimento que tende a saturacao.

Género Espécie I\Sl:el(sjoiéiMd)p

T. cruzi - Silvio X10.cl1 9,56 + 1,04

T. cruzi - Colombiana 13,62+ 1,21

Trypanosoma T. c. marinkellei 3,56 +1,45
T. rangeli 12,71 +1,04

T. brucei brucei 25,48 + 1,08

Phytomonas P. serpens 2,77 £1,01
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Para o segundo grupo de parasitos, que apresentaram inibicdo do crescimento
apenas com concentragdes maiores que 40 pM de BZ, na Tabela 20 foi registrada a
porcentagem de inibi¢do do crescimento promovida por 80 e 160 de uM BZ, em relacdo ao
controle incubado em auséncia de composto. Tendo em vista a baixa sensibilidade de
Paratrypanosoma sp. ao farmaco, foi incluida nesta tabela a porcentagem de inibicdo do
crescimento promovida pelas duas concentracGes de BZ.

Tabela 20: Porcentagem de inibicdo do crescimento (%IC) promovida por duas
concentracdes de BZ.

- BZ (UM)
Espécie

80 160
T. dionisii 0 16,01
C. fasciculata 2,17 14,97
A. deanei 15,48 24,94
S. galati 2,93 19,58
L. (L.) infantum 19,66 48,88
L. (V.) braziliensis 8,10 15,00
L. (L.) tarentolae 19,02 53,24
L. (L.) enriettii 6,85 17,81
Paratrypanosoma sp. 41,76 70,53

4.4.3 Captacgéo de Benznidazol

Tendo em vista a resisténcia a BZ observada em espécies de Leishmania, que
contrastava com a sensibilidade ao farmaco observada em espécies do género Trypanosoma
(exceto T. dionisii), decidiu-se comparar a capacidade de captacdo do composto por
representantes dos dois géneros. Em bactéria, foi estabelecido um protocolo para medir a
captacdo de compostos, baseado no monitoramento da reducdo da concentragdo dos mesmos
no meio extracelular, aferida pela medida da absorbancia no comprimento de onda apropriado
para o0 composto (ZHOU et al. 2015). Protocolo analogo foi adotado por Boiani et al. (2010)
para determinar a captacdo de NFX e de compostos heterociclicos em T. cruzi. Em Materiais e

Métodos foi descrito o protocolo adotado em nosso estudo.
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Inicialmente, foi avaliada a estabilidade de 50 uM de BZ no meio A/G contendo
10 mg/mL de BSA, mas na auséncia de parasitos. Verificou-se que até 120min de incubagdo a
25 °C ou 28 °C ocorre a reducdo de cerca de 1 nmol do composto no meio (dados nédo
mostrados).

Em seguida, foi determinada a cinética de captacdo do farmaco por formas
promastigotas de L. (L.) infantum (LD/1972/WT) e por epimastigotas de T. cruzi (Silvio
X10.cl1). Tendo em vista a resisténcia a BZ observada em espécies de Leishmania, L. (L.)
infantum, foi incubada com 100 uM BZ (a 25 °C) e T. cruzi com 50 uM BZ (a 28 °C).

O desaparecimento de BZ do meio de cultura foi monitorado a 324 nm,
comprimento de onda de absorbancia maxima de BZ no meio de incubacdo. A quantidade de
composto interiorizada em cada tempo foi calculada a partir da reducdo da absorbancia do
meio em relacdo ao valor da absorbancia no tempo Omin (Tabela 21). Descontando-se o valor
da degradacao de BZ no meio (1 nmol), os dados indicam que T. cruzi interioriza 6,8 nmoles
de BZ em 120min de incubacdo a 28 °C, ao contrario de L. (L.) infantum em que a

interiorizacdo de BZ € de 1,2 nmoles.

Tabela 21: Captacdo de BZ por T. cruzi e por L. (L.) infantum?,

Tempo T. cruzi L. (L.) infantum
(min) (28 °C) (25 °C)
BZ 50 uM BZ 100 uM
0 0,44 0,50
30 0,39 0,51
Absorbancia® 60 0,38 0,50
90 0,35 0,50
120 0,34 0,48
0 0 0
nmoles 0 204 0905
e , ,
(cumulativo) 90 6,07 0.255
120 6,83 1,267

4 Dados de um Unico ensaio
b Determinada no meio de cultura.
¢ Quantidade de BZ interiorizada nos parasitos.

Em funcédo da posicdo taxonomica de P. serpens e o fato de esta espécie mostrar-
se sensivel a BZ, embora proxima a espécies resistentes ao farmaco, também foi avaiada a

capacidade de captacdo de BZ neste organismo. Os parasitos foram incubados com 50 puM de
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BZ a 28 °C (Tabela 22). Descontando-se a degradacdo de BZ em auséncia de parasitos,
verificou-se que a taxa de captacdo de BZ foi igual para T. cruzi e P. serpens, cerca de 6

nmoles.

Tabela 22: Captacdo de BZ por T. cruzi e por P. serpens a 28 °C?.

Tempo

(min) T. cruzi P. serpens
A 0 0,447 0,446
b ) y
Absorbéancia 120 0.350 0.354
nmoles 0 0 0
(cumulativo)® 120 6,57 6,16

4 Dados de um unico ensaio
b Determinada no meio de cultura.
¢ Quantidade de BZ interiorizada nos parasitos.

4.4.4 Analise de sequéncias de marcadores potencialmente envolvidos na
sensibilidade/resisténcia a BZ

Conforme descrito no item anterior, os ensaios de sensibilidade a BZ mostram a
divisdo dos tripanossomatideos investigados em dois grupos: um grupo sensivel e um grupo
gue apresenta resisténcia a baixas concentracGes do farmaco. Também foi mencionado que
varios estudos descrevem o potencial envolvimento das enzimas NTR, OYE e FeSOD-A e do
transportador ABCG1 na resisténcia natural ou selecionada in vitro do T. cruzi a BZ. Desta
forma, passou-se a analisar as sequéncias génicas e proteicas desses marcadores para,
posteriormente, realizar analises filogenéticas. Tendo em vista ndo estar disponivel ainda a
sequéncia final do genoma de Paratrypanosoma, deixou-se de analisar as sequéncias deste

organismo.

4.4.4.1 Busca e analise das sequéncias da NTR, OYE, FeSOD-A e ABCG1

As sequéncias dos genes codificadores das proteinas anteriormente mencionadas
foram resgatadas em bancos de dados publicos (GenBank e TryTripDB) e em bancos do
projeto AToL especificados em Materiais e Métodos. Salienta-se que as sequéncias resgatadas

se referem ndo s aos tripanossomatideos cuja sensibilidade a BZ foi aqui determinada. As
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metodologias utilizadas para as buscas, conversdo da sequéncia génica em sequéncia proteica
e alinhamentos foram descritas em Materiais e Métodos.
Apdbs andlise de dominios conservados de cada proteina listados no Conserved

Domain Database do NCBI (Tabela 23), foram eliminadas as sequéncias falso-positivas.

Tabela 23: Dominios conservados selecionados para cada sequéncia proteica.

Proteina Dominio selecionado Sitios
NTR Nitro-FMN reductase superfamily Sitio de ligacdo a FMN
Sitio ativo

Triosephosphate isomerase (TIM)
OYE phosphate binding superfamily
Old yellow enzyme (OYE)-like FMN

Superoxide dismutase SodA
FeSOD-A  SOD Fe C superfamily
SOD Fe N superfamily

Sitio de ligacéo ao
substrato
Sitio de ligacdo a FMN

PRK 10535 superfamily Walker A e Walker B
ABCG1 ABC ATPase superfamily Sitio de ligacdo ao ATP
ABC PDR domainl Assinatura ABC

Além dos dominios conservados, foram também definidos, para algumas
proteinas, alguns elementos especificos, visando estabelecer uma analise comparativa entre 0s
organismos. Sequéncias que nao apresentassem esses elementos foram excluidas. Nas Figuras
47, 48, 49 e 50 foram mostradas a sequéncia e a localizacdo dos dominios conservados e dos
elementos caracteristicos das proteinas de CL Brener.

Para a TcNTR, foi tomada como referéncia a sequéncia do haplotipo Esmeraldo
da cepa CL Brener (WILKINSON et al. 2008). Na Figura 49 mostra-se a localizacdo da
sequéncia putativa de enderecamento para a mitocondria (PSORT: putative mitochondrial
targeting sequences), do sitio de ligacdo ao FMN e do dominio Nitro-FMN reductase
superfamily. As trés regides foram consideradas relevantes e deveriam estar presentes nas

sequéncias resgatadas.
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Figura 49: Localizacdo do dominio Nitro-FMN reductase superfamily e sitio de ligacdo ao
FMN e PSORT (putative mitochondrial targeting sequence, WILKINSON et al. 2008) na
sequéncia proteica da TcNTR do haplétipo Esmeraldo da cepa CL Brener.

Na TcOYE foi definido o dominio OYE-like FMN, o sitio de ligacdo ao FMN, o sitio

ativo e o sitio de ligacéo ao substrato, conforme apresentado na Figura 50.
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____Dominio OYE-like FMN.

Figura 50: Localizacdo do dominio OYE-like FMN, sitio de ligacdo ao FMN, sitio ativo e de
ligacdo ao substrato na sequéncia proteica de TcOYE no haplétipo ndo-Esmeraldo da cepa CL
Brener.
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Na sequéncia proteica da TcFeSOD-A do haplétipo Esmeraldo de CL Brener
(Figura 51) indica-se a localizacdo do dominio SodA, Sod Fe N e Sod Fe C.

90 100 110 120 130 140 150 160

LCVDPSNKNQ LVIDNTSNAG CPLTKGLRPV LAVDVWEHAY YKDFENRRPD YLKEIWSVID WEEFVAKMHAQ AIK

B 5o Fe N;

----- Sod Fe C;
____Dominio SodA.

Figura 51: Localiza¢do dos dominios SodA, Sod Fe N e Sod Fe C na sequéncia proteica de
TcFeSOD-A no haplotipo Esmeraldo da cepa CL Brener.

Para o transportador TCABCG1 foram definidas as regides onde estdo os motivos
Walker A e Walker B, a assinatura ABC, o sitio de ligacdo a ATP e as regides
transmembranicas das seis alfa hélices (FRANCO et al. 2015), conforme apresentado na
Figura 52.
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Figura 52: Localizacdo do sitio de ligacdo a ATP, dos motivos Walker A e Walker B, da
assinatura ABC e das regides transmembranicas na sequéncia proteica de TCABCG1 do

hapl6tipo ndo-Esmeraldo da cepa CL Brener.

4.4.4.2 Sequéncias proteicas aceitas

Com os procedimentos anteriormente descritos, foi aceita uma sequéncia da NTR

para cada organismo. Para a OYE, duas sequéncias para varias espécies de Leishmania; trés

para C. fasciculata e A. deanei, e onze para S. galati. Ndo foram obtidas sequéncias aceitas

para P. serpens. Para FeSOD-A, foi obtida mais de uma sequéncia para cepas de T. cruzi, para

T. c. marinkellei, T. dionisii e T. b. brucei. Isto também ocorreu para espécies de Leishmania,

C. fasciculata, A. deanei, S. galati e P. serpens. Para o outgroup (grupo externo) B. saltans

também foram obtidas duas sequéncias. Para o transportador ABCGL1, foi obtida apenas uma
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sequéncia para espécies do género Trypanosoma. Para as demais espécies, exceto L. (V.)
braziliensis, L. (L.) tarentolae e B. saltans, foram obtidas duas sequéncias.

4.4.4.3 Andlise e alinhamento das sequéncias

O alinhamento das sequéncias proteicas completas foi realizado com o programa
BLAST (BLASTP, NCBI), utilizando a sequéncia da cepa Silvio X10.cl1 como query (isca).
Com isto foram obtidos os dados de: Max score, escore maximo resultante de um Gnico HSPs
(High-Scoring Segment Pairs); Query coverage, porcentagem da sequéncia submetida ao
programa que € coberta pelo alinhamento; E-value, parametro de confianca; e ldentity,
identidade maxima obtida por um HSP, pardmetros que permitem avaliar melhor a

similaridade das sequéncias.

4443.1NTR

Os parametros de identidade das sequéncias da NTR constam da Tabela 24 e os

alinhamentos sdo observados na Figura 53.
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Tabela 24: Identidade das sequéncias proteicas de NTR, utilizando a sequéncia da cepa Silvio
X10.cl1 de T. cruzi como query.

Organismos Max score Que&sover E-value Id(e(;ot )'ty
T.c. Silvio 649 100 0 100
T.c. CL B. Esm. 566 100 0 94
T.c. CL B. NEsm. 623 100 0 96
T.c. Dm28c 644 100 0 99
T. c. bat 637 100 0 98
T. c. marinkellei 550 100 0 90
T. rangeli AM80 416 100 2,00E-150 66
T. rangeli SC58 413 100 2,00E-149 64
T. dionisii 486 100 3,00E-178 80
T.b. brucei 427 327 97 3,00E-115 55
T.b. brucei 927 327 97 3,00E-115 55
T. b. gambiense 326 97 5,00E-115 54
T. congolense 296 78 1,00E-103 63
T. livingstonei 440 100 6,00E-160 72
T. erneyi 470 100 8,00E-172 76
T. evansi 327 97 3,00E-115 55
T. vivax 319 80 3,00E-112 63
L. (L.) infantum 283 76 9,00E-98 57
L. (V.) braziliensis 283 76 2,00E-98 57
L. (L.) tarentolae 277 76 2,00E-95 56
L. (L.) enriettii 289 81 4,00E-100 56
L. (L.) major 286 76 3,00E-99 58
C. fasciculata 278 76 5,00E-96 55
A. deanei 169 65 1,00E-53 40
S. galati 204 74 2,00E-66 41

P. serpens 242 84 3,00E-82 44
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Figura 53: Alinhamento das sequéncias proteicas de NTR entre 0s organismos.
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Os parametros de identidade das sequéncias da OYE constam da Tabela 25 e os

alinhamentos s&o observados na Figura 54.

Tabela 25: Identidade das sequéncias proteicas de OYE, utilizando a sequéncia da cepa

Silvio X10.cl1 de T. cruzi como query.

Organismos Max score Quezg;ogover E-value Id(e(;: )'ty
T.c. Silvio 786 100 0 100
T.c. CL B. NEsm. 775 99 0 99
T.c. Dm28c 786 100 0 100
T. c. bat 786 100 0 100
T. c. marinkellei 750 100 0 95
T. rangeli AM80 613 99 0 76
T. rangeli SC58 618 98 0 77
T. dionisii 679 99 0 84
T. erneyi 670 99 0 83
L. (L.) infantum 307 97 6,00E-105 43
L. (V.) braziliensis 332 97 4,00E-115 46
L. (L.) tarentolae 318 97 1,00E-109 44
L. (L.) enriettii 307 97 9,00E-105 44
L. (L.) major 305 97 3,00E-104 43
C. fasciculata 1 293 98 1,00E-99 43
C. fasciculata 2 315 97 4,00E-103 47
A. deanei 1 321 99 1,00E-110 46
A. deanei 2 291 98 3,00E-99 43
S. galati 1 317 99 6,00E-109 44
S. galati 2 318 99 1,00E-109 46
S. galati 3 318 99 4,00E-109 46
S. galati 4 303 99 4,00E+104 45
S. galati 5 318 99 1,00E-109 46
S. galati 6 301 99 1,00E-102 44
S. galati 7 296 97 4,00E-101 42
S. galati 8 268 96 2,00E-90 40
S.galati 9 307 98 1,00E-105 45
S. galati 10 298 98 6,00E-102 44
B. saltans 172 97 3,00E-53 33
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Figura 54: Alinhamento das sequéncias proteicas de OYE entre 0s organismos.



4.4.4.3.3 FeSOD-A
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Os parametros de identidade das sequéncias da FeSOD-A constam da Tabela 26 e

os alinhamentos s&o observados na Figura 55.

Tabela 26: Identidade das sequéncias proteicas de FeSOD-A, utilizando a sequéncia da cepa
Silvio X10.cl1 de T. cruzi como query.

Organismos Max score Quel(’g//ogover E-value Id(e(;;[ )'ty
T.c. Silvio 491 100 0 100
T.c. CL B. Esm. 487 100 0 99
T.c. CL B. NEsm. 487 100 0 99
T. c. bat 486 100 2e-180 99
T. c. marinkellei 470 100 4e-174 94
T. rangeli AM80 426 99 7e-157 84
T. dionisii 435 100 2e-160 85
T.b. brucei 427 371 99 8e-135 74
T.b. brucei 927 380 100 2e-138 76
T.b. gambiense 380 100 1e-138 76
T. congolense 370 99 le-134 74
T. livingstonei 404 100 3e-148 79
T. erneyi 454 100 7e-168 89
T. evansi 377 100 4e-137 75
L. (L.) infantum 306 93 9e-107 65
L. (V.) braziliensis 308 100 5e-110 62
L. (L.) tarentolae 310 100 6e-111 61
L. (L.) enriettii 301 93 1e-105 64
L. (L.) major 309 98 2e-110 63
C. fasciculata 311 99 2e-111 64
A. deanei 1 261 79 2e-92 66
A. deanei 2 314 100 le-112 64
S. galati 315 96 7e-113 65
P. serpens 282 95 9e-100 60
B. saltans 1 279 99 1e-98 55
B. saltans 2 278 95 3e-98 56
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Figura 55: Alinhamento das sequéncias proteicas de FeSOD-A entre 0s organismos.
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4.4.4.3.4 ABCG1

Os parametros de identidade das sequéncias do transportador ABCG1 constam da

Tabela 27 e os alinhamentos sdo observados na Figura 56.

Tabela 27: Identidade das sequéncias proteicas do transportador ABCG1, utilizando a
sequéncia da cepa Silvio X10.cl1 de T. cruzi como query.

Organismo Max score Quel(’g//ogover E-value Id(e(;;[ )'ty
T.c. Silvio 1379 100 0 100
T.c. CL B. Esm. 1352 100 0 98
T.c. CL B. NEsm. 1360 100 0 98
T.c. Dm28c 1379 100 0 99
T. c. bat 1365 100 0 99
T. c. marinkellei 1310 100 0 9
T. rangeli AM80 1012 100 0 72
T. rangeli SC58 1028 100 0 73
T. dionisii 1130 100 0 82
T.b. brucei 427 734 100 0 54
T.b. brucei 927 733 100 0 54
T.b. gambiense 734 100 0 54
T. congolense 710 100 0 53
T. livingstonei 1062 100 0 76
T. erneyi 851 75 0 82
T. evansi 734 100 0 54
T. vivax 705 97 0 54
L. (L.) infantum 1 771 98 0 56
L. (L.) infantum 2 780 93 0 59
L. (V.) braziliensis 539 61 0 62
L. (L.) tarentolae 365 40 8,00E-125 64
L. (L.) major 1 785 92 0 59
L. (L.) major 2 780 98 0 57
C. fasciculata 1 802 94 0 59
C. fasciculata 2 798 93 0 60
A. deanei 1 725 93 0 57
A. deanei 2 739 93 0 58
S. galati 1 557 67 0 59
S. galati 2 622 78 0 56
P. serpens 1 722 93 0 56
P. serpens 2 632 89 0 50
B. saltans 684 90 0 53
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Figura 56: Alinhamento das sequéncias proteicas de ABCGL1 entre 0s organismos.

4.4.4.4 Reconstrucdo de genealogias

Foram obtidas as arvores filogenéticas da NTR (Figura 57), OYE (Figura 58),
FeSOD-A (Figura 59) e ABCG1 (Figura 60) dos tripanossomatideos estudados.

Na arvore de NTR ndo sdo observados eventos de duplicacdo de genes. A arvore é
compativel com o padréo filogenético de evolugdo das espécies obtido por outros marcadores
moleculares classicos como gGAPDH e SSU rRNA. Infere-se que S. galati, A. deanei e P.
serpens sofreram mais mutacdes do que os demais tripanossomatideos, talvez por Angomonas
e Strigomonas terem endossimbiontes bacterianos e Phytomonas ser heteroxénica de inseto

fitéfago e plantas.
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A arvore de OYE ndo segue o padrao filogenético de evolucao das espécies obtido
por outros marcadores moleculares classicos como gGAPDH e SSU rRNA. De maneira geral
ndo ha evolucdo em concerto para este gene, porém, em S. galati pode estar ocorrendo
evolucdo em concerto em escala menor nas copias 1, 2, 3, 4, 5, 6 e nas copias 7, 8, 9 e 10. Em
A. deanei e em C. fasciculata ndo estd ocorrendo evolucdo em concerto. Ndo foram
encontradas as sequencias de OYE em P. serpens e em tripanossomas africanos.

A arvore do transportador ABCG1 é compativel com o padrdo filogenético de
evolucdo das espécies obtido por outros marcadores moleculares classicos. Nos
tripanossomatideos ndo pertencentes ao género Trypanosoma infere-se a presenga de
parélogos, possivelmente por uma evolu¢do em concerto. As duas copias de ABCG1 de P.
serpens apresentam taxas de mutacdo diferente.

A éarvore de FeSOD-A segue o padrdo filogenético de evolucdo das espécies
obtido por outros marcadores moleculares. Os pardlogos de A. deanei e de B. saltans
apresentam evolugdo em concerto. A hip6tese mais parsimoniosa é que estas duplicaces

ocorreram em eventos individuais.
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Figura 57: Arvore por estimagio de maxima verossimilhanca de NTR.
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5 DISCUSSAO

A busca de novos compostos para o tratamento da DC € uma das prioridades em
pesquisa, conforme justificado anteriormente. Aqui foi investigada a atividade tripanocida de
derivados da Quinazolina e do Oxadiazol, sintetizados no laboratério da Prof.a D.ra lolanda
M. Cuccovia (1Q-USP). Esses compostos haviam apresentado atividade antibacteriana, o que
justificava ensaia-los contra o T. cruzi. Além disto, como relatado na Introducédo, andlogos da
quinazolina-2,4,6-triamina e alguns derivados do oxadiazol haviam mostrado citotoxicidade
para T. cruzi (MENDOZA-MARTINEZ et al. 2015; ISHII et al. 2011; SANTOS FILHO et al.
2009).

Nesse estudo, foi avaliada a atividade de quatro derivados de 6,7-
dimetoxiquinazolina e de quatro derivados de 1,3,4-oxadiazol contra formas epimastigotas de
duas cepas do T. cruzi: Silvio X10.cl1 e Colombiana, ambas pertencem a DTU Tcl. Essas
cepas foram escolhidas uma vez que, em modelo murino, a cepa Silvio X10.cll foi
considerada sensivel e a cepa Colombiana, resistente a BZ e NFX (FILARDI; BRENER,
1987).

Tendo em vista que formas epimastigotas podem ser cultivadas em duas
formulacGes de meio LIT, LIT-He e LIT-Hb, que apresentam diferencas nas concentracGes de
nutrientes (triptose e glicose) e de sais e que sdo suplementados, respectivamente, com
hemina ou hemoglobina (ver APENDICE A), decidiu-se verificar o efeito da composicéo do
meio de cultura sobre a atividade anti-T. cruzi dos compostos. A varredura inicial foi feita
utilizando os compostos na concentragdo Unica de 10 uM, uma vez que, nas condicdes de
ensaio utilizadas, a Clso de NFX e de BZ é desta ordem de grandeza.

O primeiro aspecto que chamou a atencdo foi o fato de 10 uM de NFX promover
taxas de inibicdo do crescimento de Silvio X10.cl1 semelhantes nos meios LIT-He e LIT-Hb,
respectivamente, 48,39% e 43,37%. Por outro lado, para a cepa Colombiana, a inibi¢do do
crescimento foi de 32,72% (meio LIT-He) e 56,92% (meio LIT-Hb). Com base nesses dados,
Silvio seria mais sensivel a NFX que Colombiana, quando ensaiada no meio LIT-He, e mais
resistente a NFX, quando ensaiada no meio LIT-Hb.

Também foram detectadas diferencgas na atividade dos compostos nos dois meios
de cultura. Por exemplo, o derivado de Oxadiazol SNR-03-06, na concentracdo de 10 pM,

inibe o crescimento da cepa Colombiana em 2,52% e 39,49% nos meios LIT-He e LIT-Hb,
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respectivamente. Por outro lado, 0 mesmo composto inibe o crescimento da cepa Silvio em
cerca de 8% nos dois meios de cultura.

A anélise do conjunto de dados sugere que a formulacdo do meio LIT influi na
definicdo da atividade de compostos anti-T. cruzi, tanto em aspectos quantitativos (% de
inibicdo do crescimento), quanto em aspectos qualitativos (comparacao de sensibilidade entre
cepas). Desta forma, recomenda-se ndo comparar valores absolutos de Clsp de um
determinado composto cuja atividade foi avaliada em meios de cultura e condicdes
experimentais diferentes.

Uma possivel explicacdo para estas observacdes seria haver diferencas nas taxas
de crescimento das cepas nos dois meios de cultura. De fato, verificou-se que a cultura
controle da cepa Silvio X10.cl1, apés 72h de incubacdo a 28 °C no meio LIT-He atinge a
densidade de 121,1 x 10° parasitos/mL, ao passo que, no meio LIT-Hb, a densidade é de 30,9
x 108 parasitos/mL. Ja a cepa Colombiana, nas mesmas condicdes de cultivo, atinge 72,6 x 10°
parasitos/mL e 39,0 x 10° parasitos/mL, respectivamente, em LIT-He e LIT-Hb. A
determinacdo do tempo de geracdo das cepas indicou que no meio LIT-Hb as formas
epimastigotas apresentam um TG maior do que no meio LIT-He, o que é condizente com o
fato de 0 meio LIT-Hb ser mais pobre em nutrientes (ver APENDICE A). Tendo em vista
que, em termos gerais, 0s compostos apresentam maior efeito inibitério no meio de cultura
mais pobre (LIT-Hb), pode haver uma relacdo entre o tempo de geracdo do parasito, suas
caracteristicas metabdlicas e o efeito inibitério do composto. Por outro lado, ndo pode ser
descartada a possibilidade da interacdo de certos compostos com componentes do meio de
cultura.

Entre os compostos avaliados, apenas o derivado de quinazolina SNR-02-03
apresentou atividade inibitdria aprecidvel para ambas as cepas, na concentracdo de 10 uM.
Isto propiciou que fosse determinado o valor de sua Clso, que foi de 14,5 £ 1,7 uM (Silvio
X10.cll) e 13,7 £ 0,9 uM (Colombiana) no meio LIT-He. Os valores da Clso de SNR-02-03
seriam da mesma ordem de grandeza da Clsp de NFX. Utilizando a mesma abordagem
experimental, Palace-Berl et al. (2015) reportaram uma Clsg de 6,02 + 0,32 uM NFX para
Silvio X10.cl1 em meio LIT-Hb. Embora SNR-02-03 apresente uma atividade tripanocida
promissora, foi comprovado que ele exibe elevada citotoxicidade para as células de mamifero
em cultura, impossibilitando seu uso como tal.

Na tentativa de identificar fatores responsaveis pela auséncia de atividade

tripanocida da maior parte dos compostos avaliados, foram determinados in silico seus valores
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de CLogP. Este parametro indica a tendéncia preferencial do composto de dissolver-se em
uma fase oleosa (lipossolubilidade) ou aquosa (hidrossolubilidade). Verificou-se que o0s
compostos SNR-02-02, SNR-02-06 e SNR-03-01 apresentam valores de CLogP na faixa de
1,2 a 1,9, indicando maior grau de hidrofilicidade e, portanto, dificuldade de permeacéo por
membranas bioldgicas. Por outro lado, os compostos SNR-02-03, SNR-02-04, SNR-02-05,
SNR-03-02 e SNR-03-06 apresentam valores de CLogP entre 3,5 e 4,2, indicando facilidade
de permear membranas biologicas. Desses compostos, apenas SNR-02-03 mostrou atividade
tripanocida promissora, indicando que outros fatores, além de sua capacidade potencial de
penetrar na célula, determinam seu modo de agéo.

Por apresentar atividade anti-T. cruzi podera ser de interesse de outros grupos de
pesquisa introduzir modificacdes quimicas no composto SNR-02-03 visando eliminar a
citotoxicidade para células de mamifero e aumentar sua atividade tripanocida.

O entendimento dos mecanismos ou dos elementos que determinam a resisténcia
natural de cepas do T. cruzi aos farmacos disponiveis para o tratamento da DC é relevante,
ndo apenas com vistas a tentar intervencfes para tornar mais eficaz o tratamento existente,
como também visando a implementacdo de novos farmacos que vierem a ser descobertos.

Na Introducdo desta dissertacdo foram relatados trabalhos que demonstram a
resisténcia natural de cepas do T. cruzi a BZ e NFX (FILARDI; BRENER, 1987; MURTA et
at. 1998; DE ORNELAS TOLEDO et al. 2003). Também foram descritos ensaios clinicos que
indicam as falhas terapéuticas destes farmacos no tratamento da DC (URBINA, 2010; YUN et
al. 2009). Falhas terapéuticas do posaconazol, um farmaco promissor para a DC, foram
evidenciadas no ensaio clinico realizado com pacientes em Barcelona (Espanha) (MOLINA et
al. 2014). Este resultado confirma dados in vitro que mostram uma atividade variavel, cepa-
especifica, de inibidores da biossintese de ergosterol (posaconazol, ravuconazol, EPL-BS967
e EPL-BS1246) contra amastigotas intracelulares (MORAES et al. 2014).

Um levantamento da literatura mostrou que a atividade citotoxica do BZ e NFX
foi avaliada em alguns tripanossomatideos. Mostrou ainda que alguns parasitos, dentre 0s
quais Leishmania (L.) donovani (NEAL; CROFT, 1984), tripanossomas do subgénero
Schizotrypanum (BAKER; SELDEN, 1981; CERIDOREO CORREA et al. 2011), Crithidia
fasciculata (GUTTERIDGE et al. 1982) e Trypanosoma lewisi (DESQUESNES et al. 2016)
apresentavam resisténcia a BZ ou sensibilidade apenas a doses elevadas do farmaco. Isto

induziu a faccdo da andlise a sensibilidade a BZ em algumas espécies da familia
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Trypanosomatidae e em representantes do género Trypanosoma, com o objetivo de verificar
se havia um padréo fenotipico grupo-especifico.

Para a analise da sensibilidade a BZ, utilizou-se uma abordagem sistematica,
definindo previamente, para cada espécie, as condi¢Bes Otimas de cultivo e o tempo de
geracdo (TG) do organismo. Essas condi¢Oes foram ajustadas, uma vez que a sensibilidade a
BZ seria avaliada apds 72h de incubagdo com o farmaco em culturas em fase exponencial de
crescimento. Para a maior parte dos organismos o0 TG foi da ordem de 22 a 24h. Porém, para
algumas espécies, o TG foi menor, da ordem de 15h, para T. c. marinkellei e T. b. brucei, ou
bem maior, da ordem de 40h, no caso de L. (V.) braziliensis. Verificou-se que nas culturas de
alguns parasitos (T. ¢. marinkellei, T. dionisii, L. (L.) infantum, L. (V.) braziliensis, L. (L.)
tarentolae, L. (L.) enriettii, C. fasciculata, A. deanei, S. galati e Paratrypanosoma sp.) havia a
formacdo de rosetas, o que dificultaria a contagem dos mesmos nos ensaios de sensibilidade a
BZ ou a aplicacdo do método da variacao da turbidez da cultura utilizado no Subprojeto 1.

Assim, para avaliar a sensibilidade a BZ dos organismos, foi utilizado o ensaio do
MTT. Uma vez que nosso objetivo era expressar esta caracteristica na forma de valores de
Clso, parametro que define a concentragdo do farmaco que inibe 50% do crescimento da
cultura, foi necessario determinar a correlagdo entre a densidade dos organismos e a producéo
de formazan. Deve ser lembrado que o ensaio do MTT avalia a viabilidade celular, a partir da
atividade de desidrogenases. E reconhecido que os tripanossomatideos apresentam grandes
diferencas metabélicas (BRINGAUD; RIVIERE; COUSTOU, 2006), cujas vias puderam ser
reconstruidas com o auxilio de analises transcriptdmicas e protebmicas. Os estagios de inseto
de varias espécies de tripanossomatideos podem ser mantidos in vitro em meios contendo
excesso de glicose e de aminoacidos, fontes utilizadas para a producdo de ATP. Nestas
condigdes, 0os compostos sdo convertidos em produtos finais parcialmente oxidados pela
chamada fermentacdo aerdbica. Os estdgios do inseto de algumas espécies, tais como T.
brucei, T. cruzi e Crithidia sp., preferem consumir glicose a aminoéacidos, ao contrario de
Leishmania sp. Em Phytomonas, vérias fungGes mitocondriais, incluindo a respiracdo
mediada por citocromos, a producdo de ATP mitocondrial e o ciclo de Krebs, inexistem e a
producdo de energia depende predominantemente da glicolise (NAWATHEAN; MASLOV,
2000; JASKOVSKA et al. 2015). Um aspecto que pode ter facilitado a perda dos citocromos
em P. serpens é o habito alimentar dos insetos transmissores que se nutrem exclusivamente da
seiva da planta, rica em carboidratos (PORCEL et al. 2014). Essas diferengas do metabolismo

s&o corroboradas pela equacdo da reta que correlaciona o niumero de parasitos e a absorbancia
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do formazan produzido no ensaio do MTT (Tabela 17) e que sugere intensa atividade
desidrogenasica em L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis, ao contrario do que se verifica nos
demais parasitos.

Nos ensaios iniciais para a determinacdo da Clsp para BZ, a concentragdo do
farmaco variou de 0 a 80 uM. Para organismos que apresentaram resisténcia a 40 uM de BZ,
a concentracdo do farmaco variou de 0 a 160 uM. Com essa abordagem foi possivel verificar
a elevada sensibilidade a BZ em T. cruzi, T. c. marinkellei, T. rangeli e P. serpens, com
valores de Clso para BZ que variaram de 3 a 14 pM. T. b. brucei apresentou uma maior
resisténcia com Clso de cerca 25 pM. A sensibilidade a BZ aqui observada para formas
prociclicas de T. b. brucei corrobora dados anteriores que mostram sensibilidade ao farmaco
em formas sanguineas do parasito (PRATHALINGHAM et al. 2007; WILKINSON et al.
2008; SOKOLOVA et al. 2010). Para T. c. marinkellei, T. rangeli e P. serpens, diante da
auséncia de pesquisas relacionadas encontradas nas buscas, a sensibilidade a BZ ndo foi
avaliada anteriormente.

Foi surpreendente verificar a total resisténcia de T. dionisii a 80 uM de BZ. Uma
possivel explicacdo para este fato € que esta caracteristica seja propria do isolado investigado
(TCC 211), obtido de morcego da espécie Eptesicus brasiliensis (LIMA et al. 2012). Baker e
Selden (1981) verificaram que 38 uM BZ inibe o crescimento intracelular de um isolado de T.
dionisii (P2), obtido de morcego da espécie Pipistrellus pipistrellus na Inglaterra. A
comparacdo da regido V7V8 do gene SSU rRNA indica haver cerca de 2% de divergéncia
entre os isolados brasileiros de T. dionisii e os europeus (LIMA et al. 2012). Com isto, a
sensibilidade a BZ de outros isolados de T. dionisii devera ser investigada no futuro. Por outro
lado, resisténcia a BZ foi relatada na infeccdo experimental com um isolado de T. lewisi
obtido de um rato silvestre na Tailandia (DESQUESNES et al. 2016). Tomadas em conjunto,
as evidéncias existentes sugerem que a sensibilidade a BZ devera ser investigada em outros
representantes do clado Trypanosoma e em mais de um isolado da mesma espécie.

Nesse estudo foi detectada a resisténcia natural a concentracdo de 40 UM de BZ
em isolados dos géneros Crithidia, Angomonas, Strigomonas e Leishmania. Para isolados de
C. fasciculata, A. deanei e S. galati a inibi¢do do crescimento promovida por 160 uM de BZ é
da ordem de 20% (Tabela 20). Nos representantes do género Leishmania, a maior resisténcia
a BZ foi observada nos isolados de L. (V.) braziliensis e de L. (L.) enriettii, nos quais 160 puM
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de BZ inibiu cerca de 15%. Para os isolados de L. (L.) infantum e de L. (L.) tarentolae, na
mesma concentracdo, a inibi¢éo foi de 50%.

O conjunto dos resultados demonstra evidente divisdo dos parasitos em dois
grupos: um grupo que apresenta sensibilidade a baixas concentracGes de BZ e um grupo, com
resisténcia natural.

Essas informacOes sdo adicionadas na Figura 61, que reproduz o cladograma
apresentado na Figura 20, o qual ilustra o consenso atual das relacbes filogenéticas de

Kinetoplastideos.
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Figura 61: Cladograma que ilustra o consenso atual das relagbes filogenéticas de
Kinetoplastideos. Figura adaptada de Jackson (2015). Os retangulos indicam algumas das
espécies cuja sensibilidade a BZ foi investigada. Em verde, os parasitos sensiveis a BZ e em
vermelho, os que apresentam resisténcia natural ao farmaco.
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Tendo por objetivo obter informacbes sobre a possivel origem da
resisténcia/sensibilidade a BZ, decidiu-se avaliar a sensibilidade ao farmaco em um isolado de
Paratrypanosoma. Um tripanossomatideo pertencente a este género, denominado P.
confusum, foi descrito pelo grupo do Prof. Julius Lukes em 2013, ap6s seu isolamento do
mosquito Culex pipiens (FLEGONTOV et al. 2013). Filogenias baseadas na analise de
proteinas individuais ou de segmentos concatenados indicam que P. confusum se localiza na
base da familia Trypanosomatidae, com suporte muito elevado (ver Figura 61). Nesse estudo
foi utilizado um isolado de Paratrypanosoma obtido de um percevejo no Panama. Nos
ensaios, verificou-se que este isolado apresenta resisténcia elevada a 40 uM de BZ, que inibe
apenas 30% do crescimento da cultura. A inibicdo aumenta gradualmente, atingindo-se uma
inibicdo da ordem de 70% na concentracdo de 160 UM de BZ. Isto sugeriria um
comportamento intermediario entre as espécies sensiveis e as espécies notadamente
resistentes a BZ.

Tendo em vista que representantes dos géneros Leishmania e Trypanosoma Ssao
agentes patogénicos para humanos, buscou-se explorar um dos possiveis fatores que poderiam
influir na resisténcia a BZ verificada em Leishmanias. Foi comparada a taxa de captacdo do
farmaco em L. (L.) infantum e em T. cruzi. Verificou-se que, apos 2h de incubagdo, T. cruzi
incorpora cerca de 6 nmoles de BZ (a partir de uma concentracdo de 50 pM no meio), ao
passo que apenas 1,2 nmoles de BZ sdo captados por em L. (L.) infantum (a partir de uma
concentracdo de 100 uM no meio). Esta diferenca marcante poderia explicar, pelo menos em
parte, a resisténcia de Leishmanias ao farmaco. Na literatura ndo foram encontradas
referéncias sobre o processo de internalizacdo de BZ em T. cruzi. Por analogia ao observado
para NFX, é possivel que BZ seja interiorizado por difusdo passiva ou por difusdo facilitada
através da membrana do parasito (TSUHAKO et al. 1991; BOIANI et al. 2010). Assim,
diferencas na composicdo da membrana de membros dos géneros Leishmania e Trypanosoma
poderiam ser responsaveis pelas diferencas de captacdo de BZ.

A resisténcia a BZ verificada para formas promastigotas de espécies de
Leishmania apoia relato anterior que indica que BZ, na concentragdo de 97 uM, promove uma
inibicdo de apenas 36% do crescimento de formas amastigotas intracelulares de L. (L.)
donovani, ao passo que NFX, na mesma concentragéo, inibe cerca de 80% (NEAL; CROFT,
1984). Por outro lado, NFX mostrou ser pouco eficiente no tratamento de pacientes com
leishmaniose mucocutanea (MARSDEN et al. 1979).
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Foi possivel verificar a sensibilidade de P. serpens a BZ. Isto porque esta espécie,
de acordo com o cladograma apresentado na Figura 61, esta localizada proxima a espécies que
apresentam resisténcia a BZ. Phytomonas constitui um grupo de parasitos com ampla
distribuicdo geografica e que tem sido isolado de inimeras espécies de vegetais do grupo
Angiosperma. Nestes vegetais, Phytomonas podem ser encontradas no floema, dutos de latex,
frutos, flores e sementes. Os primeiros genomas publicados foram os de P. serpens 9T,
isolado do fruto do tomateiro; Phytomonas sp. HARTL, isolado do floema de um coqueiro; e
Phytomonas EM1, isolado do latex de Euphorbia (revisto em JASKOWSKA et al. 2015).
Com base na sequéncia de cerca de 1000 genes nucleares de copia Unica obtidos nestes
genomas, foi construida a arvore mostrada na Figura 62 que ilustra as relagdes evolucionarias
entre as espécies sequenciadas de Phytomonas e os taxa de Leishmania e Trypanosoma
patogénicos e nao patogénicos. Observa-se a proximidade dos clados Phytomonas e

Leishmania, que, porém, apresentam suscetibilidades a BZ divergentes.
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Figura 62: Arvore de Maxima Verossimilhanca, baseada em sequéncias de proteinas,
mostrando a filogenia de tripanosomatideos (JASKOWSKA et al. 2015)

Visando elucidar a origem da sensibilidade de Phytomonas a BZ, foi analisada a
taxa de captacdo do farmaco em P. serpens e verificou-se ser igual a taxa de captacdo de T.

cruzi. Até o momento, poucos componentes da superficie celular de Phytomonas foram
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caracterizados. A partir de dados gendmicos, infere-se a presenca da glicoproteina gp63, de
cisteina proteinases, de glicolipidios e de outros componentes ubiquos em tripanossomatideos
(JASKOWSKA et al. 2015). Semelhancas imunogénicas entre P. serpens e T. cruzi foram
mostradas, pois a exposicdo de camundongos C57BL/6 a P. serpens atenua os sintomas da
doenca de Chagas experimental (DA SILVA et al. 2013). A analise protebmica de
componentes da superficie de Phytomonas, Leishmania e Trypanosoma podera elucidar os
elementos moleculares envolvidos nas semelhangas imunogénicas entre 0s organismos.

Para obter elementos que pudessem justificar as diferencas de sensibilidade a BZ
nos parasitos estudados, foram analisadas in silico algumas caracteristicas de quatro proteinas
que foram associadas com a sensibilidade/resisténcia a BZ em T. cruzi: trés enzimas, NTR,
OYE e FeSOD-A, implicadas na resisténcia obtida por pressdo seletiva, e o transportador
ABCG1, que participaria da resisténcia natural. Utilizando a abordagem descrita em Materiais
e Métodos, foram descritas as sequéncias aceitas das quatro proteinas. Verificou-se variagdo
no nimero de sequéncias de cada proteina para diferentes espécies. Com essas sequéncias
foram realizadas andlises filogenéticas. A seguir, serdo comentadas algumas caracteristicas
observadas.

Para a NTR | de T. cruzi foi descrito um gene de cdpia Unica por genoma
haploide. Neste estudo, foi aceita uma sequéncia da NTR | para cada organismo. N&o foi
identificada nenhuma sequéncia em B. saltans. Tendo em vista que a sequéncia da NTR | teria
origem bacteriana, é possivel que a transferéncia deste gene ainda néo tivesse ocorrido em
Bodo. No futuro, quando os dados do genoma estiverem completados, sera interessante
investigar este aspecto em Paratrypanosoma.

Verificou-se um grau de identidade elevado entre as sequéncias proteicas aceitas
da NTR dos organismos e que a arvore da NTR é compativel com o padréo filogenético de
evolucdo das espécies obtido por marcadores moleculares classicos.

E pertinente comentar que duas NTRs foram descritas em Leishmania. Uma NTR
de tipo I, homdloga da TcNTR, capaz de ativar in vitro NFX, nitrofurazona e fexinidazol (a
atividade sobre BZ ndo foi investigada) e essencial para a sobrevivéncia de promastigotas de
L. (L.) donovani (WYLLIE; PATTERSON; FAIRLAMB, 2013) e uma NTR2 (GeneDB:
LinJ.12.0730), envolvida na bio-ativacdo dos nitro compostos biciclicos (R)-PA-824,
DNDIVL-2098 e Delamanid, este, um farmaco usado no tratamento da tuberculose resistente
a drogas (WYLLIE et al. 2016). NTR2 é capaz de ativar in vitro também NFX, mas apresenta

baixa atividade para fexinidazol. Os autores reportam ndo haver nenhuma enzima equivalente
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no genoma de T. brucei, o que explicaria a baixa atividade de nitro compostos biciclicos
nesses parasitos. Nao foram encontrados homologos da NTR2 em outros representantes do
género Trypanosoma, ao contrario do observado em A. deanei e S. culicis, cuja enzima
apresenta cerca 60% de identidade com a NTR2 de L. (L.) infantum e de L. (L.) donovani.

Para T. cruzi foram descritas alteracbes do nimero de cdpias génicas e mutacdes
no gene da TcNTR em isolados cuja resisténcia a BZ foi selecionada in vitro (WILKINSON
et al. 2008; MEJIA et al. 2012). Por outro lado, ndo foram observadas alteracfes desse gene
em isolados naturalmente resistentes (MEJIA et al. 2012). A NTR | dos parasitos resistentes a
BZ, aqui analisados, apresenta cerca de 58% de identidade com a enzima de T. cruzi, ao passo
que a identidade da enzima de P. serpens, sensivel a BZ, é de 44%. O conjunto de dados
possibilita sugerir que a NTR | ndo seria responsavel pela variacdo de sensibilidade a BZ nos
tripanossomatideos. Por outro lado, é claro que ensaios in vitro deverdo comprovar se as NTR
| das diferentes espécies sdo capazes de ativar BZ.

Para a OYE foram reportadas duas cdpias génicas por genoma haploide de T.
cruzi. Duas copias de OYE foram encontradas em C. fasciculata e A. deanei e varias copias
em S. galati. OYE ¢ também denominada prostaglandina F2a sintase, uma vez que a enzima
reduz a prostaglandina 9,11-endoperéxido PGH2 para PGF2a in vitro, além de NFX, BZ e
outros farmacos (KUBATA et al. 2002; UCHIYAMA et al. 2005). A atividade de TcOYE no
metabolismo de farmacos foi inferida a partir da superexpressdo do gene em cepas de T. cruzi
sensiveis a BZ (ANDRADE et al. 2008) e a partir da verificacdo da perda do nimero de
copias génicas em isolados resistentes a BZ, selecionados in vitro (MURTA et al. 2006).
Além disto, a imunoprecipitacdo de TcOYE a partir de lisados de T. cruzi aboliu a atividade
redutasica para varios compostos, incluindo farmacos nitroheterociclicos (KUBATA et al.
2002). Dentre as sequéncias aceitas em nosso estudo, ndo foram encontradas sequéncias de
OYE em P. serpens e em tripanossomas africanos.

O gene e a atividade de prostaglandina F2a sintase foram caracterizados em
espécies de Leishmania do Velho Mundo [L. (L.) donovani e L. (L.) tropica, Genbank
AB079545 e AB079546, respectivamente] (KABUTUTU et al. 2002). Os autores reportam
gue este gene estaria ausente em Leishmanias do Novo Mundo e que a sequéncia da
prostaglandina F2a sintase de Leishmania exibe 61% de identidade com a enzima homdloga
de T. brucei (Genbank AB034727). O alinhamento da proteina de T. brucei (Genbank
BAB17681.1) com a TcOYE de T. cruzi (Genbank XP_821603.10) evidencia ndo haver
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nenhuma similaridade entre ambas, e apoia o fato de ndo haverem sido encontrados
homologos de OYE nos tripanossomos africanos. Além disto, a superexpressdo da
prostaglandina F2o sintase de T. brucei ndo promove aumento da resisténcia a NFX,
evidenciando que esta enzima ndo atuaria na bio-ativacdo do farmaco (HALL; BOT;
WILKINSON, 2011).

Uma vez que foi levantada a hipdtese de que OYE atuasse na ativacdo de BZ e
NFX em T. cruzi (KUBATA et al. 2002), a auséncia de homdélogos em P. serpens e em
tripanossomas africanos, sensiveis a BZ, refutaria essa hipotese.

E interessante comentar que a arvore de OYE ndo segue o padréo filogenético de
evolucdo das espécies obtido por outros marcadores moleculares classicos como gGAPDH e
SSU rRNA. Né&o houve a separacdo dos dois grandes grupos, os representantes do género
Trypanosoma e 0s outros tripanossomatideos ndo pertencentes ao género Trypanosoma.
Chama a atencdo o padrdo de distribuicdo em ramos distintos das copias de OYE em S. galati.
Excluidos possiveis problemas de sequenciamento ou de montagem do genoma deste
organismo, isto poderia estar ocorrendo por evolugdo em concerto.

Para a FeSOD-A foram encontradas sequéncias em todos 0S organismos
investigados com elevado grau de identidade com a enzima de T. cruzi. A arvore desta
sequéncia segue o padrdo filogenético de evolucdo das espécies obtido por outros marcadores
moleculares. O possivel envolvimento desta enzima na resisténcia a BZ de T. cruzi
selecionada in vitro por pressdo com o farmaco foi sugerido a partir da verificacdo que o nivel
de transcritos da FeSOD-A estava aumentado nos parasitos resistentes (NOGUEIRA et al.
2006). Desta forma, no futuro, o nivel de transcritos desta enzima podera ser investigado em
espécies sensiveis e resistentes a BZ.

Para o transportador ABCGL1, gene de cdpia Unica em T. cruzi, foram obtidos
homologos em todos os parasitos analisados. Durante as analises, duas sequéncias foram
aceitas para L. (L.) infantum, L. (L.) major, C. fasciculata, A. deanei, S. galati e P. serpens,
que poderiam ser consideradas paralogas, havendo possivelmente uma evolucdo em concerto
para este gene, uma vez que se agrupam conforme a filogenia das espécies e ndo a do gene.
Pequenas diferencas de aminoécidos sdo observadas entre as copias, exceto no caso das
copias de P. serpens que apresentam taxas de mutacao diferentes. A arvore de ABCGL1 segue
0 padrao filogenético de evolucdo das espécies conhecido.

Uma diferenga marcante na sequéncia de ABCG1 entre parasitos do género

Trypanosoma e 0s demais tripanossomatideos ocorre na regido dos 20 primeiros residuos de
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amino&cidos, que contém o sinal PSORT de putativo enderegamento para a mitocondria.
Conforme esperado, h& conservacdo elevada nos motivos Walker A e Walker B e na
assinatura ABC. Para o transportador ABCG1 de T. cruzi, associado ao fenotipo de resisténcia
natural a BZ, pois promoveria o efluxo do farmaco (ZINGALES et al. 2015), foram
observadas trocas de aminoacidos na regido de ligacdo a ATP (NBD) e na regido
transmembranica (TMD) entre cepas sensiveis e resistentes a BZ, mas ndo nas 12, 23, 42 e 52
hélices (FRANCO et al. 2015). No alinhamento da sequéncia de ABCG1 dos
tripanossomatideos verificam-se muitas trocas de aminoacidos nas vérias regides que uma
analise futura mais acurada poderd indicar se sdo clado-especificas.

Em resumo, na tentativa de obter elementos que pudessem justificar as diferengas
de sensibilidade a BZ nos parasitos estudados, foram obtidas as sequéncias destas proteinas,
realizou-se seu alinhamento nos diferentes tripanossomatideos e foram reconstruidas suas
genealogias. Neste estudo, foi evidenciada a auséncia de alguns genes em certas espécies, a
possivel duplicacdo de alguns genes e quais arvores seguem o padrédo filogenético conhecido
da evolucdo dos tripanossomatideos. Os dados gerados servirdo como base para estudos
futuros, tanto in silico, objetivando a analise mais acurada de regifes de determinados genes,
quanto in vitro, visando avaliar a atividade dos marcadores, ou mesmo estimulando a
investigacdo dos efeitos da superexpressdo ou silenciamento de certos genes na sensibilidade
ou resisténcia a BZ.
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APENDICE A - Composi¢io dos meios de cultura utilizados para o cultivo de formas
epimastigotas de T. cruzi.

Tabela A.1: Composicao dos meios LIT-He e LIT-Hb.

Componentes LIT-He LIT-Hb
Triptose 20 ¢ 59
NaCl 16 g 49
NazHPO4 329 15¢g
KCI 1,60 g 0,409
Penicilina 0,18 g 0,159
Estreptomicina 0,18 g 0,159
Glicose 10g 20
Infusdo de Figado 5¢g 5¢
Hemoglobina fetal - 6% - 8%
Hemina 0,025 g -
Agua Milli-Q (completar) 1L 1L

pH 7,4 7,4
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APENDICE B - Composi¢ao do meio LIT-Es.

Tabela B.1: Composicdo do meio LIT-Es.

Componentes LIT-Es
Triptose 50
NaCl 49
Na2HPO4 8¢
KCI 0,49
NaOH 0,1 N 1mL
Penicilina 50 mg
Estreptomicina 50 mg
Glicose 290
Infusdo de Figado 5¢g
Hemoglobina fetal -
Hemina 10 mg
Agua Milli-Q (completar) 1L

pH 7,4
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APENDICE C - Curvas de absorbancia de formazan pela concentracéo de parasitos.
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Absorbancia do formazan a 590 nm

Curva de absorbéancia do formazan pelo nimero de células de
espécies do género Trypanosoma
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Figura C.1: Curva da absorbancia do formazan a 590 nm pela concentracdo de espécies
representantes do género Trypanosoma.

Curvas de absorbéancia do formazan pelo nimero de células de
espécies dos géneros Crithidia, Angomonas e Strigomonas
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Figura C.2: Curva da absorbancia do formazan a 590 nm pela concentracdo de espécies
representantes dos géneros Crithidia, Angomonas e Strigomonas.
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Absorbancia do fomazan pelo nimero de células de espécies do
género Leishmania
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Curva da absorbancia do formazan a 590 nm pela concentracdo de espécies

representantes do género Leishmania.
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Figura C.4: Curva da absorbancia do formazan a 590 nm pela concentracdo de Phytomonas

serpens.
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Curva de absorbéancia do fomazan pelo nimero de células de
Paratrypanosoma sp.
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Figura C.5: Curva da absorbancia do formazan a 590 nm pela concentracdo de
Paratrypanosoma sp.



