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RESUMO

Trypanosoma cruzi, o agente causador da doenca de Chagas, ¢ um protozoario parasito
intracelular obrigatério capaz de infectar uma grande variedade de células nucleadas. Dentro destas
células, o T. cruzi realiza seu ciclo de replicagdo levando a ruptura da célula hospedeira. Os parasitos
liberados cairdo na corrente sanguinea, onde poderdo infectar novas células, propagando a infecgdo e
ocasionando a doenga. A doenca de Chagas tem uma alta incidéncia na América Central e do Sul,
contudo s6 existe tratamento para fase aguda da doenca, que consiste em duas drogas nitrogenadas
chamadas Nitrofuran (Nifurtimox) e Benzonidazol cujos efeitos colaterais sdo bastante severos aos
humanos. Em vista disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade de 14 compostos pertencentes
as classes Tiosemicarbazonas e 4-Tiazolidinonas sobre a multiplicacdo dos parasitos intracelulares e
mecanismos celulares envolvidos na eliminacdo do 7. cruzi. Estas duas classes ja vém sendo bastante
utilizadas em testes contra uma grande variedade de microorganismos e células cancerigenas, devido
as propriedades bem conhecidas como inativacdo de enzimas metalicas, inclusive a Ribonucleotideo
Redutase, uma das responsaveis pela replicacdo do DNA. Os ensaios feitos no presente trabalho
mostraram que todos com compostos testados tiveram acdo anti- 7rypanosoma cruzi nas concentragdes
testadas, induzindo a diminui¢do da infeccdo devido a eliminacdo do patdgeno intracelular. Analises
utilizando tanto a microscopia Optica quanto a eletronica de transmissdo mostraram que o tratamento
com os compostos levou a uma progressiva e irreversivel destruicdo do parasito que possibilitou sua
eliminagdo. Estas analises também sugeriram que um dos mecanismos celulares responsaveis pela

eliminacdo do 7. cruzi é a autofagia.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas’ disease is an obligate protozoan parasite
able to infect a wide variety of eukaryotic cells. Inside these cells, 7. cruzi replicates leading to host
cell rupture. These parasites reach the bloodstream where they can infect other cells, spreading the
infection and causing the disease. Chagas’disease has a high incidence in Central and South America,
however there is treatment only to the acute phase of the disease. The treatment is based on nitrogen
drugs, Nitrofuran and Benznidazole, whose side effects are extremely severe in Humans. Therefor, the
goal of this study was to evaluate the activity of 14 compounds belonging to Thiosemicarbazone and
4-Thiazolidinone classes over the multiplication of intracellular parasites and cellular mechanisms
involved in the elimination of 7. cruzi. These two classes of drugs are frequently tested against a wide
variety of microorganisms and cancer cells, because to their well-known properties for metallic
enzyme inactivation, including Ribonucleotide Reductase, responsible for DNA replication. The
assays done in this work showed that all compounds tested had anti-7Trypanosoma cruzi activity with
the concentrations used, leading to a decrease of infection because of the intracellular pathogen
elimination. Analyses using optical and transmission electron microscopy showed that the treatment
with the compounds led to a progressive and irreversible destruction of the parasite that enabled their
elimination. These analyses also suggested that one of the cellular mechanism responsible to 7. cruzi

elimination is autophagy.
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1 Introducio

Parasitas intracelulares como virus (ex. virus da imunodeficiéncia humana), fungos (ex.
Aspergillus sp., Candida sp.) bactérias (ex. Mycobacterium tuberculosis) e protozoarios (ex.
Trypanosoma sp., Leishmania sp., Toxoplasma gondii, Plasmodium sp.) sdo conhecidos agentes
etiologicos de importantes doengas de interesse médico e veterinario. A incidéncia destas doencas
somada com a auséncia ou ineficacia de tratamento causa um alto nimero de mortes anualmente.

Embora haja uma diversificagdo na preferéncia celular, os mecanismos de invasdo,
estabelecimento da infecgdo e estratégias de sobrevivéncia intracelular utilizados pelos patdgenos

apresentam varias semelhancas.

1.1 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, protozoario da ordem dos cinetoplastideos, ¢ um parasito intracelular
obrigatorio capaz de infectar muitos tipos de células nucleadas de hospedeiros vertebrados, mas
possui um tropismo pela musculatura lisa e cardiaca. O T. cruzi é o agente etiologico da doenca de
Chagas ou Tripanosomiase Americana em humanos e foi descoberto e primeiramente estudado por
Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909). Este parasito possui um complexo ciclo de vida que
envolve um hospedeiro invertebrado da familia dos triatomineos e um vertebrado (mamiferos,
incluindo o homem), onde diferentes estagios morfologicos podem ser encontrados (SANCHEZ-
VALDEZ et al., 2013).

A doenga de Chagas constitui um sério problema de saude publica por ser uma das principais
doencas parasitarias da regido da América Central e do Sul. Aproximadamente sete milhdes de
pessoas estdo infectadas com o parasito em todo o mundo (WHO, 2014). A fase aguda da doenga ¢
caracterizada pela grande quantidade de tripomastigotas circulantes no sangue, enquanto na fase
cronica ha um elevado niimero de anticorpos na circulagdo e o surgimento das patologias
consequentes da infeccdo. O tratamento da doenca de Chagas ¢ feito através do uso do
Nifurtimox ou Benzonidazol, no entanto estas drogas ndo s3o completamente eficazes na

eliminagdo do parasito além de induzirem graves efeitos colaterais nos pacientes (GERPE, et
al., 2010).




1.2 Ciclo de vida

O hospedeiro definitivo do parasito ¢ um inseto hematéfago da subfamilia dos
triatomineos (Hemiptera e Reduvidae) que quando infectado, ao alimentar-se de um hospedeiro
vertebrado, libera em suas fezes o parasito na forma de tripomastigota metaciclico (Fig. 1 — 1). O
contato do parasito com escoriagdes locais ou mucosas (Fig. 1 — 2) o possibilita atingir os tecidos
do vertebrado tornando-o capaz de infectar uma grande variedade de células de mamiferos através
de interagdes moleculares e diferentes mecanismos de invasdo (Fig.1 — 3 e 4). No interior destas
células, os tripomastigotas permanecem temporariamente (aproximadamente 8 horas) no vactolo
parasitoforo até que passam para o citoplasma. No citoplasma ¢ onde ocorre o processo de
transformac¢do dos tripomastigotas em amastigotas, a forma proliferativa intracelular. Apos,
aproximadamente, 9 ciclos de replicacdo (cujo tempo ¢ dependente da cepa — a DM 28 leva,
aproximadamente, 14 horas para o primeiro ciclo e, entre 8-10 para os seguintes) ocorre a
transformagdo de amastigotas para tripomastigotas que romperdo a célula e serdo liberados no
espaco intercelular e alcancardo a corrente sanguinea para prosseguir com a infeccdo (TYLER e
ENGMAN, 2001) (Fig. 1 — 5). Uma vez que um triatomineo se alimenta do sangue de um individuo
infectado, o inseto pode adquirir o parasito, majoritariamente, na forma tripomastigota (Fig. 1 — 6).
Ao atingir o intestino médio do inseto, o 7. cruzi adquire a forma de amastigota e em sequéncia a
forma de epimastigota. Somente na por¢ao posterior do intestino que o parasito passa para a forma
tripomastigota metaciclica, ja proximo de ser excretado por este hospedeiro. Assim, no préximo
repasto, estes parasitos serdo liberados para infectar novos mamiferos (Fig. 1) (OSORIO; et al.,

2012).

Figura 1 Representagdo do ciclo de vida do Trypanosoma cruzi nos seus hospedeiros invertebrado e vertebrados.
Adaptado de OSORIO; et al., 2012.

Logo ap6s o Homem adquirir o
parasito, da-se inicio a fase aguda da

doenca que, na maioria das vezes, ¢

assintomatica, mas pode apresentar
sintomas como: febre baixa,
linfadenopatia e hepatoesplenomegalia.

Depois de alguns meses, a infeccdo
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passa a ser cronica e assintomatica para a maioria
dos pacientes, contudo alguns desenvolvem
Flagelo —— problemas cardiacos e digestivos que podem causar
a morte do individuo.

Bolsa flagelar ___

Cinetoplasto
—

Niclea _

1.3 Ciclo morfogenético do parasito

Epimastigota Um aspecto celular deste protozoario inclui

as trés formas morfologicas que se relacionam e

Tripoastigota

podem ser distinguidas no microscopio Optico pela
posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nicleo e pela presenga ou ndo de flagelo. O parasito ¢ uma
célula polarizada, onde a por¢cdo do corpo flagelar define sua polaridade. As trés formas bem

conhecidas sao (Figura 2):

A forma epimastigota estd presente no tubo digestivo dos hospedeiros definitivos
(triatomineos) e possui baixa infectividade para os vertebrados. Os epimastigotas possuem forma
alongada, e um flagelo que emerge da porcao lateral e permanece aderido ao corpo do parasito. O
cinetoplasto, também alongado, encontra-se na regido anterior ao nucleo (DE SOUZA, 2002) (Figura
2 A).

A segunda forma ¢ a amastigota, encontrada principalmente no ambiente intracelular do
hospedeiro vertebrado, pela qual a replicagdo ocorre através da divisdo binaria. Os amastigotas
possuem uma morfologia arredondada com dimensdo em torno de 4 pm e ndo possuem flagelo
visivel no microscopio Optico na porgdo externa. O cinetoplasto em forma de bastdo encontra-se na

regido anterior ao nicleo (MARTINS; ef al., 2012) (Figura 2 B).

A terceira forma, a tripomastigota, ¢ a infectiva, e que pode ser encontrada na por¢ao terminal
do inseto e no espaco intercelular e no sangue dos mamiferos. Os tripomastigotas apresentam
cinetoplasto arredondado que se localiza na regido posterior ao nucleo. Em relacdo ao flagelo, este
emerge da por¢ao anterior do parasito. Tripomastigotas apresentam dimensdes que incluem 13 pm de
comprimento e 2 pum de largura, e ndo sdo capazes de se replicarem (NAVARRO; ef al., 2003)

(Figura 2 C).




Figura 2 Representacdo esquematica das trés principais formas encontradas do parassito e seus caracteristicos
posicionamentos do cinetoplasto em relagdo ao nucleo. Adaptado de:
http://dna.kdna.ucla.edu/parasite_courseold/cruzi_files/subchapters/morphology%20and%20life%20cycle.htm

1.4 Processo de interagdo parasito - célula hospedeira

Florencio-Martinez, L.; et al., (2010) mostraram que os trés principais estagios do T. cruzi
(epimastigota, tripomastigota e amastigota) sdo capazes de infectar células nao fagociticas. Contudo,
algumas diferengas no processo de infeccdo podem ser observadas como: (1) diferentes mecanismos
moleculares para infectar a célula hospedeira; (2) tempo de deteccdo do parasito no interior da célula

apos a infecgdo; (3) tempo de multiplicagdo e (4) rompimento da célula hospedeira.

Todo o processo de infec¢do do 7. cruzi pode ser dividido em seis principais etapas: (1)
adesdo e reconhecimento; (2) sinalizago; (3) invasdo; (4) escape para o citoplasma, (5) multiplicacao
e (6) ruptura da célula hospedeira. Embora as trés formas serem invasivas e algumas mudangas entre
elas acontecerem durante o processo, os eventos serdo relatados de forma generalizada, visto que
diferengas ocorrem quando consideramos estagio morfoldgico, cepa e tipo celular. Com o
entendimento destes processos, foi possivel reparar que o parasito se aproveita das estruturas e das

rotas endociticas ja existentes na célula para infectéa-la.

Como o parasito ¢ capaz de modular os mecanismos celulares para a reparagdo da membrana
plasmatica para conseguir invadir a célula, o tropismo do parasito por cardiomiocitos e células do
musculo liso pode, em parte, ser explicado pela grande capacidade destas células em reparar suas

membranas (BANSAL ¢ CAMPBELL, 2004).




1.4.1 Adesdo e reconhecimento

As duas primeiras etapas do processo de infec¢@o sdo estritamente dependentes das moléculas
e receptores de superficie encontrados tanto no parasito quanto na sua célula hospedeira. Estas
moléculas e receptores podem variar de acordo com a cepa, (dependendo da maior ou menor
viruléncia) e estagio morfoldgico do parasito e o tipo de célula que sera infectada. Estas moléculas de
superficie agem como ligantes - receptores e desencadeam a etapa da invasdo seguinte (YOSHIDA ¢

CORTEZ, 2008; ROSESTOLATO; et al. 2002).

A superficie do parasito € recoberta por uma camada de glicocalix, e as glicoproteinas
majoritarias sdo o glicoinositolfosfolipidios € as mucinas que estdo ancoradas a superficie através do
glicosilfosfatidilinositol (PREVIATO; et al., 2004). Contudo, outros tipos de moléculas também
podem ser encontrados. No mais, estas glicoproteinas de superficie se ligam & componentes da matrix
extracelular e/ou a receptores da célula hospedeira, ou degradam componentes da matrix, ajudam na
evasdo do sistema imune ou desencadeiam cascatas de sinalizagdo bidirecionais (Fig. 3). Todas estas
moléculas sdo tdo cruciais para a sobrevivéncia do parasito que, aproximadamente, 50 % de todo seu
genoma ¢ responsavel somente por gera-las, e elas podem ser divididas com 4 grandes grupos:
proteases gp63, superfamilia da gp85/transialidases, as mucinas e as proteinas de superficie
associadas as mucinas (ALVES e COLLI, 2008; EL-SAYED; et al., 2005; KULKARNI, et al.,
2009).

Moléculas tipo mucinas: para os tripomastigotas derivados de cultura celular, as mucinas sdo
caracterizadas por um grupo de moléculas que possuem o epitopo 3 que ¢ especifico deste estagio de
vida (ANDREWS; et al., 1987). A principal fun¢do das mucinas dos parasitos ¢ servir de aceptora
para o acido sialico (SCHENKMAN; et al., 1994). Varias mucinas ja foram descritas como
importantes no processo de invasdo da célula hospedeira (VILLALTA e KIERSZENBAUM, 1984;
YOSHIDA; et al., 1989), embora ndo se saiba 0 mecanismo exato, acredita-se que ¢ através da
inducado da liberagdo de calcio no citoplasma do parasito (DORTA; et al., 1995). Alguns exemplos de
mucinas sdo as gp-82 e gp35/50, sendo a gp-82 mais eficaz em disparar cascata de liberag@o de calcio

e ¢ mais encontrada em cepas muito virulentas (Fig 3- 4).




Transialidase é uma sialidase modificada que, ao invés de estar presente no Golgi como
ocorre em outros Eucariotos, estd na membrana do parasito. As transialidases sdo responsaveis por
transferir acido sialico dos sialoconjugados das células hospedeiras para as mucinas do parasito, visto
que este ¢ incapaz de sintetiza-lo (FRASCH, A. C. C., 2000) (Fig. 3- 5). A adesdo deste acido sialico
pelo parasito ¢ de grande importancia visto que ele da resisténcia contra o sistema complemento
humano, o que ¢ de grande relevancia para o estabelecimento da infeccdo (TOMLINSON; et al.,
1994). GP 83: ¢ uma transialidase que atua como ligante e auxilia no processo de adesdo e invasao

dos parasitos tanto em células fagociticas como em ndo fagociticas (LIMA e VILLATA, 1988).

Penetrina ¢ uma proteina que auxilia na adesdo e penetracdo da célula porque se liga a
elementos da matrix extracelular tais como: heparano sulfato, heparina e colagenos tipos I e IV

(ORTEGA-BARRIA e PEREIRA, 1991).

Cruzipaina ¢ uma cisteina protease conhecida por clivar cininogénios do hospedeiro gerando
cininas. Estas cininas serdo reconhecidas pelo receptor de bradicinina presente na superficie do
parasito, e desencadeara a liberacdo de calcio no citoplasma do 7. cruzi mediada por IP3

(SCHARFSTEIN; et al., 2000) (Fig. 3- 3).

A oligopeptidase B ¢ uma endopeptidase citosolica que ¢ secretada pelo parasito apos a
inducdo por peptidases alcalinas sobre seus percurssores. Ja foi visto que a oligopeptidase B induz,
indiretamente, a liberagdo de calcio (através do IP3) (BURLEIGH; et al., 1997). Outro tipo de
oligopeptidase ¢ a Tc 80, encontrada na superficie do parasito e que auxilia na hidrolase de
fibronectinas e colagenos tipos I e IV, facilitando o transito do parasito pela matrix extracelular da

sua cé¢lula hospedeira (GRELLIER; et al., 2001) (Fig. 3- 2).

Outros fatores relacionados ao tipo celular que sera infectado também influenciam na
infectividade do parasito. Por exemplo, as células dendriticas e do musculo liso possuem Galectina-3,
uma lectina que facilita a adesdo do parasito na célula (VRAY; et al, 2004; KLESHCHENKO e
MOODY, 2004). As células epiteliais possuem TGF- B que também facilitam a entrada do parasito
(Fig. 3- 1). Células neuronais e dendriticas possuem também o TrkA, que ¢ um receptor de fator de
crescimento nervoso, € neurdnios e células glias apresentam o TrkC, receptor neurotropico Tirosina

Quinase C, ambos servem de receptores para os parasitos (WEINKAUF e PERRIN, 2009).




1.4.2 Sinalizacao

Apds os processos anteriores, a etapa da sinalizacdo ocorre e € resultado que uma série de
ativacdes de cascatas desencadeadas por diferentes processos de reconhecimentos que se sobrepdem
para garantirem o sucesso de invasdo (Fig. 3). A etapa de sinalizagdo consiste em estimulos
bidirecionais, ou seja, ocorre um aumento da concentracdo de célcio no citoplasma tanto do parasito
quanto da sua célula hospedeira ndo fagocitica. Esta liberagao de calcio pode ser induzida por AMPs
ciclicos ou mediada por IP3 e induzem uma reorganizacao do citoesqueleto da célula que facilitard a
entrada do parasito. Quanto as células fagociticas, a sinalizagdo induzird a ativagdo de quinases.
Ambos processos auxiliardo na invasdo celular (VIEIRA; CARVALHO e DE SOUZA, 1994;
BARRIAS; et al., 2010).

1.4.3 Invasao

Muitos mecanismos diferentes podem ser utilizados pelos parasitos para garantir o sucesso da
invasdo, e eles irdo variar dependendo do tipo de célula. A invasdo s6 ocorre depois de varios
reconhecimentos entre moléculas extracelulares, protedlise da matriz extracelular e o aumento do
calcio citoplasmatico. Os primeiros trabalhos envolvendo o mecanismo de entrada do 7. cruzi
(tripomastigota) em sua célula hospedeira mostraram que ndo ocorriam protusdes na membrana
plasmatica ¢ nem a formagdo do fagossomos, o que era uma novidade na época. O processo de
invasdo do 7. cruzi diferenciava-se daquele utilizado por outros microorganismos (DVORAK e
HYDE, 1973). Posteriormente, TANOWITZ; et al., (1975); NOGUEIRA ¢ COHN, (1976); DE
ARAUJO-JORGE, (1989) mostraram por microscopia eletronica que existia uma jungdo entre o
parasito e a membrana plasmatica da célula hospedeira, sendo ela fagocitica ou ndo, durante o
processo de invasdo. Mostraram também que ja no interior da célula, o parasito encontrava-se dentro

de um vacuolo delimitado por membrana antes de ir para o citosol.

Em 1991, SCHENKMAN et al. viram que, ao contrario do que era esperado, a entrada do
parasito na célula era independente da polimeriza¢do dos filamentos de actina, sendo assim, a forca
motora para sua internalizagdo continuava desconhecida. Estudos de MILDER e¢ KLOETZEL,

(1980); MEIRELLES e DE SOUZA, (1983) e de DE CARVALHO e DE SOUZA, (1989)
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demostraram a ocorréncia da fusdo de lisossomos com vactuiolos contendo parasitos apos a infeccao.
Contudo, s6 em 1992, TARDIEUX e colaboradores mostraram que os lisossomos fundiam-se com a
membrana plasmatica da célula no local da infeccdo antes que esta acontecesse, que parte do vactolo
parasitoforo era constituido pela membrana de lisossomos e que os microtubulos tinham papel
fundamental no transporte dos lisossomos para a membrana da célula. Em seguida, foi mostrado que
o processo de exocitose dos lisossomos era dependente do aumento da concentragdo citoplasmatica

de Ca+ (TARDIEUX, 1994).

Em 2003, WOOLSEY:; ef al., propuseram uma nova via de entrada alternativa para o parasito
sendo mediada pela invaginacdo da membrana plasmatica independente de actina. Porém, uma vez
no interior da célula, os parasitos necessitam dos microfilamentos de actina para se manterem no
citoplasma (WOOLSEY; et al, 2004). No entanto, em 2004 ¢ 2005 ANDRADE ¢ ANDREWS
mostraram que embora existisse outra possibilidade de entrada do parasito na célula que ndo
utilizasse os lisossomos, a fusdo do parasito com estas organelas ¢ essencial para a progressdo da
infec¢do. Os avangos nos estudos vém detalhando outros elementos € como eles se encaixam em todo
o0 processo de invasdo e confirmam a idéia que varios deles se sobrepdem para garantir o sucesso da
infeccdo (Figura 3). Estes estudos também possibilitam a separacdo dos mecanismos de entrada em

dois grandes grupos (a) dependente de lisossomos e (b) dependentes de vias endociticas.

1.4.3.1 Dependente de lisossomos

Neste processo, agonistas do Ca+ estimulam sua liberacdo através do fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3). O PIP3 ¢ um dos produtos da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e acumula-se na
célula apds uma cascata de sinalizacdo desencadeada pelo parasito na por¢do da membrana da célula
hospedeira onde ele esta aderido. O T. cruzi aproveita-se de um mecanismo de reparagdo da
membrana plasmatica da célula através da exocitose dos lisossomos, desencadeada pelo aumento de
Ca+ no citosol. Uma reorganiza¢do dos microtubulos também causada pelo aumento do Ca+ faz com
que estes lisossomos se encaminhem para o local onde o parasito esta penetrando na célula. A
membrana destes lisossomos tanto reconstruird a parte da membrane plasmatica da célula hospedeira
quanto ajudard na formacdo do vactiolo parasitoforo que o parasito permanecerd. Este modo de
invasdo acontece com menor frequéncia. (DE SOUZA; DE CARVALHO e BARRIAS, 2010)
(Figura 3 A).
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1.4.3.2 Vias endociticas

O aumento de Ca+ citosdlico também podem induzir outros processos intracelulares que
permitem a entrada do parasito tais como:

- Fagocitose: o PIP3 vai levar a uma reorganizacdo dos filamentos de actina, auxiliando na
formacdo de pseudopodes que captam o parasito para dentro da célula (BARRIAS; et al., 2013)
(Figura 3 B).

- Invaginacdo da membrana plasmatica: a maior parte dos parasitos entra por esta via, também
dependente dos filamentos de actina e mediada pelo acimulo de IP3 na regido onde o parasito adere
na célula. Apo6s 10 minutos da invasdo, marcadores de endossomos primarios ja podiam ser visto na

superficie do 7. cruzi (WOOLSEY; et al., 2003) (Figura 3 C).

Uma vez internalizado pelos diferentes mecanismos citados, o parasito permanecera no
interior do vacuolo parasitéforo por um periodo entre 8-16 h, onde comecara seu processo de
transformagdo para a fase amastigota, quando ocorre a ativacao de varios eventos relacionados com a
destruicdo do vactiolo onde o parasito encontra-se (http://www.hsph.harvard.edu/barbara-
burleigh/research/). Isto sugere que o parasito é levado para a via de destrui¢do celular cuja presenga
de endossomo primario, secundario e sua fusdo com lisossomos, formando assim o endolisossomo,
levariam a morte do parasito devido a acidificacdo deste vactiolo que o patéogeno encontra-se. No
entando, para o 7. cruzi, a acidificagdo do vactiolo em que ele se encontra ¢ de extrema importancia
para a manutencdo da infec¢do, porque o baixo pH ajudara no escape do parasito para o citoplasma

da célula (ANDREWS e WHITLOW, 1989) (Figura 3- D).

1.4.4 Escape para o citoplasma

Esta etapa ¢ o resultado da desintegracdo da membrana do vacuolo no qual o parasito se
encontra. Este processo ocorre em torno de 8 horas apods a entrada do parasito na célula e se da
quando o parasito secreta transialidase e neuraminidase que removem o acido sialico da membrana
deste vacuolo tornando-a mais vulneravel a acdo do Tc-Tox. O Tc-Tox é um peptideo também

secretado pelo parasito e torna-se ativo com a diminui¢do do pH do vacuolo (recorrente da fusdo com
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lisossomos da célula) e sua fungdo ¢ formar poros na membrana, causando a ruptura do vacuolo e a
liberag@o dos parasitos no citoplasma da célula (ANDREWS e WHITLOW, 1989 ; LEY; et al., 1990)
(Figura3 E).

1.4.5 Multiplicacio no citoplasma

Momentos antes do parasito atingir o citoplasma da sua célula hospedeira, os primeiros
mecanismos de transformacdo da forma tripomastigota em amastigota sdo disparados, e a mudanga
morfoldgica ocorrera uma vez que o parasito entre em contato com a porgao citoplasmatica da célula

(REFERENCIA).

Embora as etapas de transformagao ndo sejam muito claras, sabe-se que comecgaram ainda no
vacuolo induzido pelo baixo pH (TOMLINSON; et al., 1995), e que sdo dependentes de fosfatases
(como a sensitiva a caliculna A) (GRELLIER; et al., 1999). Apés um periodo de adaptacdo, os
amastigotas entram em processo de multiplicacdo, que se mostra dependente de L-prolina
(TONELLI; et al., 2004) e depois de, aproximadamente, 9 ciclos de replicacao, eles voltam a forma
tripomastigota (ALVES e COLLI, 2007). Nao se tem maiores informagdes sobre os eventos de
multiplicagdo e de transformac¢do do parasito. Embora eles sejam sincronizados para a maioria deles,
os sinais que os desencadeiam ndo sdo completamente entendidos. Alguns pesquisadores acreditam
que isto ¢ uma questdo genética do parasito (TEIXEIRA, 1998; TEIXEIRA ¢ DAROCHA, 2003)
(Figura 3 F).

1.4.6 Ruptura da célula hospedeira
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Figura 3 Esquemas representativos dos mecanismos envolvidos no processo de invasio do tripomastigota do
Trypanosoma cruzi e do ciclo intracelular do parasito. (A) Mecanismos envolvidos na sinalizagdo bidirecional para a
liberagdo do calcio no citoplasma da célula hospedeira e do parasito e na garantia da sobrevivéncia desta célula célula
(TGF-B, ao ser reconhecido pelo seu
R Temon O e g“” lllllllll receptor produz genes (PAI-1) que inibem a
4 Obagonnt @MW knnooen 4 cAMS sgoniat ativacdo do plasminogénio ¢ a GP 85, que
@ soanne @wsensssinduz a expressdo do gene bel-2, conhecido
por ser um anti-apoptotico). (B) Representa
os principais meios de entrada do parasito na
célula e os fatores que permitem sua
sobrevivéncia e multiplicagdo (BURLEIGH
e WOOLSEY, 2002; DE SOUZA;
CARVALHO e BARRIAS, 2010).
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1.5 Aspectos da morfologia e ultraestrutura do Trypanosoma cruzi

Além de apresentar todas as estruturas presentes nas células eucaridticas convencionais, o
Trypanosoma cruzi também possui certas estruturas especializadas como: o cinetoplasto, o
acidocalcissoma, o citostomo, o reservossomo e os microtubulos subpeliculares. Estruturas estas que

podem sofrer alteracdes de acordo com o estagio morfologico em que o parasito apresenta.

A superficie celular dos tripanossomatideos ¢ composta pelo glicocélix, a bicamada lipidica e
os microtubulos subpeliculares, todos em diferentes quantidades dando maior ou menor fluidez a
membrane plasmatica. Entre as moléculas de superficie, podem ser vistas: mucinas, transialidades,

glicoproteinas, entre outras que estdo em dominios e quantidade espeficicas de acordo com a forma
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morfologica em que o parasite se encontra (DE SOUZA, 2009). A membrana plasmatica do parasito
ndo ¢ homogénea quanto a sua densidade e distribuicdo de componentes, e isto ¢ demonstrado pelos
seus macrodominios: corpo celular, bolsa flagelar e flagelo e microdominios: o citdostomo, a base do
flagelo e o local onde o flagelo adere-se ao corpo do parasito na forma tripomastigota (MARTINEZ-

PALOMO; DE SOUZA e GONZALES-ROBLES, 1976; DE SOUZA, 2009).

O citoesqueleto dos tripanosomatideos € bastante caracteristico pela presenca dos microtiibulos
subpeliculares, que sdo assim chamados por se encontrarem abaixo de toda membrana plasmatica do
parasito, exceto na regido do flagelo, conferindo a ela alta resisténcia. Os microtiibulos tém arranjos
helicoidais e sdo capazes de manter uma distancia especifica entre eles, e entre eles e a porgdo interna
da membrana plasmatica, contudo alguns pontos de conexdes entre eles sdo vistos (DE SOUZA,
2009). Quanto a actina, embora embora ja tenha sido caracterizada em 7. cruzi, seus filamentos assim

como microfilamentos ainda ndo foram observados (DE MELO; et al., 2008).

O citéstomo € uma regido encontrada nos microorganismos do sub-género Schizotrypanum nas
formas epimastigotas ou amastigotas. O citéstomo origina-se de uma porcao especializada da
membrana plasmatica que invagina-se, passa pelo ntcleo e alcanca a bolsa flagelar e a fungdo desta

regido ¢ a internalizacdo de macromoléculas pelo parasito (DE SOUZA, 2002).

Os reservossomos siao organelas caracterizadas como pré-lisossomais e conhecidas por
estocarem macromoléculas internalizadas pelo citostomo. Estas moléculas serdo utilizadas a medida
que os nutrientes tornam-se escassos ou em processos de transformagdo como da forma epimastigota

para a tripomastigota (SOARES; et al., 1989).

O flagelo tem a fungdo ndo s6 de locomover o parasito como também de aderir nos seus
hospedeiros vertebrados e invertebrados. Este emerge de uma area de invaginacdo da membrana
plasmética chamada de bolsa flagelar. E formado por um conjunto de 9 pares de microtubulos
periféricos e 2 pares de microtibulos centrais circundados por uma membrana, € seu comprimento

varia de acordo com a morfologia do parasito (DE SOUZA, 2002).

Os tripanosomatideos possuem o complexo mitocondria—cinetoplasto, que consiste em
mitocondria Unica, mas altamente ramificada, ¢ o cinetoplasto, que ¢ uma estrutura caracteristica dos
microorganismos da ordem dos Cinetoplastideos. O cinetoplasto ¢ uma por¢cdo do DNA mitocondrial

em torno de anéis concatenados em maxicirculos ou minicirculos. A morfologia do cinetoplasto assim
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como sua localizacdo diferenciam-se dependendo do estagio morfoloégico em que o parasito se
encontra (RIOU e YOT, 1977). Nas formas epimastigotas e amastigotas, o cinetoplasto ¢ bastante
compactado na forma de bastdo, enquanto nos tripomastigotas, o cinetoplasto ¢ arredondado e o DNA

encontra-se mais disperso (SOUTO-PADRON e DE SOUZA, 1978).

Os glicossomos sao organelas esféricas com uma matrix homogénea presentes no citoplasma
do T. cruzi. Estruturas similares com presenca de catalases e oxidases (responsaveis pela degradacao
de peroxido de hidrogénio) sdo encontradas em mamiferos e, por isso, recebem o nome de
peroxissomos (OPPERDOES e BORST, 1977). Enquanto que as vias glicoliticas e metabolicas como
metabolismo de peroxidos, - oxidacdo de acidos graxos, sintese de fosfolipidios de outras células
ocorrem no citoplasma, nos tripanosomatideos elas estdo restritas aos glicossomos (DE SOUZA,
2009). Também nos glicossomos ocorrem a fixacdo de dioxido de carbono (OPPERDOES e
COTTON, 1982), reciclagem de purina e biossintese de novo de pirimidina, alongamento de acico

graxo, biossintese de isoprendides e esterdis (OPPERDOES, 1987).

O acidocalcissoma € uma estrutura circular semelhante a um vacuolo presente em
Tripanosomatideos, com um material eletrondenso na sua periferia (VERCESI; MORENO e
DOCAMPO, 1994). Primeiramente, a estrutura foi descrita como vesicula de inclusdo ¢ s6 em 1995
foi mostrado que nestas organelas havia uma alta concentragdo de calcio (DOCAMPO, 1995). Estudos
citoquimicos mostraram a presenca de H™ ATP-ase, Ca’" ATPase ¢ pirofosfatase na membrana no
acidocalcissoma. A quantidade destas organelas varia de acordo com o estagio do parasito, estando
mais presentes nas amastigotas em comparagao com epimastigotas e tripomastigotas (BENCHIMOL e
DE SOUZA, 1998; SCOTT; et al., 1998). Os ions que estdo contidos nestes acidocalcissomos
também j& foram descritos e podem ser encontrados além do célcio: sddio, potassio, zinco e ferro
(MIRANDA; et al., , 2004). Entre as fung¢des descritas destes acidocalcissomos estdo: estocagem de
ions e compostos fosfatados tais como pirofosfatos e polifosfatos, manutencdoo do pH e

osmorregulacdo (DOCAMPO et al., 2005).

1.6 Mecanismos de sobrevivéncia do parasito

O estilo de vida dos parasitos intracelulares ¢ relativamente raro, o que indica a dificuldade
de ser sustentado. Dentre os desafios enfrentados estdo: sobreviver a diversos microambientes,

conseguir entrar na célula, evadir de seus mecanismos microbicidas, adquirir os nutrientes
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necessarios € manter um fino equilibrio entre o estabelecimento da infeccdo e a vida do seu

hospedeiro (SIBLEY, 2011).

Para sobreviver aos diversos microambientes por onde passa durante seu ciclo de vida, o
parasito precisa se adaptar as diversas condi¢cdes que lhe sdo impostas. Para isto, eles sofrem
modificagcdes morfologicas e bioquimicas que permitem o seu sucesso (VICKERMAN, 1985). As
principais mudangas bioquimicas ocorrem nas moléculas de superficie do parasito, as quais muitas
delas sdo conhecidas como fatores de viruéncia. Estes fatores de viruléncia podem ser considerados
coadjuvantes que facilitam a evasdo do sistema imune, a entrada do parasito na célula, o
estabelecimento da infec¢do, a proliferacdo, o desenvolvimento da doenca no hospedeiro e o egresso
das células infectadas (BROWN; et al, 2012). Atualmente, algumas enzimas antioxidantes do
parasito que atuam na detoxificacdo de espécies reativas de oxigé€nio e nitrogénio produzidas durante
o contanto com a célula hospedeira também tém sido consideradas fatores de viruléncia (PIENZA; et
al., 2009) As expressoes destes fatores de viruléncia agem em sequéncia e estdo relacionadas ao
estagio do ciclo o qual o parasito se encontra e se ele estd no seu hospedeiro invertebrado ou
vertebrado (EPTIN; et al., 2010). Provavelmente ¢ a heterogeneidade entre estes fatores de viruléncia
que ditam a patogenia de diferentes cepas de T. cruzi e os danos causados no hospedeiro vertebrado
(BRISSE; et al., 1998). Sendo assim, a perda destes fatores implica na perda de viruléncia do parasito,

mas ndo da sua viabilidade propriamente dita (BROWN; et al., 2012).

Dentre os fatores de viruléncia, existem varios cujas fungdes € tornar o parasito resistente ao
sistema imunologico de seu hospedeiro. Podem ser citadas as glicoproteinas gp160 (NORIS; et al.,
1991) T-DAF (trypomastigote decay accelerating factor) (TAMBOURGI; et al, 1993), Tc-CRT
(calreticulina) (VALCK; et al, 2010) que dificultam a ativacdo do sistema complemento ao se
ligaram aos seus compenentes impedindo a formagdo das C convertases, € a mudanga no padrdo das
mucinas, que atrapalha a montagem de uma resposta immune contra o parasito (BUSCAGLIA; et
al., 2006). Outros fatores de viruléncia como a gp 82, gp35/50, gp 85, fosfolipase A estdo envolvidos
no processo de adesdo e invasdo da célula hospedeira. Ha também a fosfatidilinositol fosfolipase C e
a proteina fosfatase 2 A que estimulam a diferenciagdo e proliferacdo celular (MARTINS; et al.,

2010 ; MORO; et al., 1995).

Embora no ambiente intracelular os parasitos estejam protegidos da resposta imune humoral,
as células hospedeiras desenvolveram mecanismos microbicidas de eliminacdo ou controle da
infeccdo para evitar a sua morte. Sendo assim, o parasito tem a necessidade de burlar uma série de

vias de proteg@o celular como: indug@o de apoptose, da via autofagica, e da imunidade mediada por
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GTPases, produgdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (radical superoxido, peroxide de
hidrogénio), vias de degradacdo lisossomais, além de evitar o reconhecimento por receptores
(SIBLEY, 2011). No entanto, os dois mecanismos microbicidas sdo aqueles relacionados com a

fagocitose e a autofagia.

A fagocitose ¢ um processo da resposta imune inata desencadeado pelo contato com um
patogeno e varia de acordo com a particula que estd sendo internalizada. A fagocitose uma vez
iniciada origina uma série de respostas celulares como: reorganizacdo do citoesqueleto, mudangas no
trafico de vesiculas membranares, ativagdo de mecanismos antimicrobianos, inducdo de citocinas e
quimiocinas pro e antiinflamatdrias, ativacdo da apoptose e a sintese de moléculas necessarias na

apresentacao antigénica para o sistema imune adaptativo (UNDERHILL e OZINSKY, 2002).

O processo de autofagia ¢ responsavel por controlar a qualidade e a quantidade dos
constituintes das células eucaridticas, controlando a reciclagem de proteinas e organelas nao
funcionais. Este processo ¢ estimulado através da auséncia de nutrientes, de situagdes de estresse
oxidativo e de ma formagdo protéica (MEIJER e CODOGNO, 2004). Recentemente, a autofagia foi
relacionada ao controle de microorganismos intracelulares e € capaz de elimina-los por um processo
subdenominado xenofagia, ja que ajuda na selecdo de células T CD4 e homeostase das células T e B
através da apresentacdo de antigenos pelo MHC classe II (DERETIC e LEVINE, 2009). A autofagia
¢ caracterizada pela formacdo de um fagoforo e, posteriormente, do autofagossomo. Ambas as
organelas s3o circundadas por uma membrana especifica com caracteristicas também presentes na
membrana do reticulo endoplasmatico (SEGLEN e BOHEY, 1992). Uma vez que este
autofagossomo se funde com outros componentes da via endocitica e com lisossomos forma-se o
autofagolisossomo, onde a particula fagocitada ¢ digerida (ROMANO; et al., 2009). Apesar de a
autofagia ser um mecanismo do sistema imunoldgico contra patdgenos, muitas vezes estes se
aproveitam do processo para facilitar a infec¢do através da modulagdo da autofagia em seu favor

(ROMANO; et al., 2007).

1.7 Quimioterapia para doenca de Chagas

Mesmo com muitos estudos envolvendo diversas classes de drogas sintéticas quanto
compostos naturais com atividade contra o 7. cruzi, nenhum tratamento novo e completamente

efetivo foi proposto mesmo apds mais de cem anos da descoberta da doenca. O fato de a doenga ser
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causada por um parasito intracelular ¢ muitos dos seus mecanismos bioldgicos também sejam
compartilhados por suas células hospedeiras, ha uma dificuldade no desenvolvimento de
quimioterapicos que minimizem os danos as células. Desde a década de 60 compostos da classe
semicarbazona (nitrofurazona) ja apresentavam efeitos de diminuicdo da parasitemia em
camundongos infectados, contudo induziam sérios efeitos colaterais (BRENER, 1961). No entanto,
os estudos com compostos contendo o grupamento nitro-heterociclico continuaram, o que levou a
descoberta do nifurtimox e do benzonidazol nos anos 1960 e 1970, respectivamente (Figura 4).
Apesar de serem eficazes somente para tratar a fase aguda da infeccdo, estes dois medicamentos
continuam sendo as duas unicas op¢des para tratar a doenga (COURA e DE CASTRO, 2002). As
razdes pelas quais ambos os medicamentos ndo possuem uma atividade satisfatoria durante a fase
cronica ndo sdo muito esclarecidas. Entre as possibilidades estdo atividades farmacocinéticas
desfavoraveis que limitam a meia-vida da droga no organismo e sua penetragdo nos tecidos onde se
encontram os parasitos (URBINA e DOCAMPO, 2003). Tanto o benzonidazol quanto o nifurtimox
causam varios efeitos colaterais ao paciente que estdo relacionados com a idade do individuo, a
regido demografica e o tratamento que recebe. Dentre os danos causados podem ser citados:
anorexia, nausea, perda de peso, dermopatia alérgica, depressio na medula Ossea,
trombocitopenia purpura e agranulose, polineuropatia e polineurite dos nervos periféricos, os quais
podem levar a interrupc¢ao do tratamento (RASSI JR; et al., 2010). Também ja vem sendo relatado
casos de resisténcia do parasito ao tratamento. DOCAMPO (1990) viu que o mecanismo de agdo
das drogas estd relacionado com a biorredugcdo de grupamentos nitro. A a¢do do nifurtimox ¢
devido ao estresse oxidativo, como consequéncia da alta producdo de espécies reativas de oxigénio
(MAYA; et al, 2007), enquanto o mecanismo do benzonidazol ¢ através de formagdo de
interagdes de intermediarios nitroredugdo com componentes do parasito (POLAK e RICHLE.,

1978), ou ligagdo com DNA, lipideos e proteinas (TORANZO; et al., 1988).
A B [ l\\f o Figura 4 Representacdo da estrutura molecular das duas

Me / N atuais drogas usadas no tratamento da tripanosomiase
\T/\S‘?O @\JH N PJ Americana.(a) Estrutura molecular do Nifurtimox e (B)
N\H)
o

do Benzonidazol.
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Devido aos fatos citados acima, ha uma grande necessidade de novas drogas mais

especificas para o protozoario e mais eficiente durante a fase cronica da doenga. Neste cenario, o

estudo sobre os aspectos bioldgicos e bioquimicos do parasito, assim como sobre suas organelas e

estruturas,

principalmente as que diferem dos mamiferos, sdo de grande importdncia para o

desenvolvimento de novos tratamentos. A busca de novas alternativas para o tratamento tem levado

em consideracdo alvos especificos do parasito que sdo essenciais para sua sobrevivéncia e

proliferacdo. Varios destes alvos ja vém sendo descritos como:

A)

B)

0

D)

Biossintese de ergosterol, ja que alguns esterdis especificos sdo necessarios para a
viabilidade celular e proliferacdo do parasito em todos os seus estagios de vida, por isto
sua via de biossintese ¢ um possivel alvo a drogas (URBINA, 2002). Ja foram
demonstrados alguns compostos derivados do triazol mostraram atividade bastante
satisfatoria em camundongos em fase aguda e cronica da doenca (URBINA; et al., 1996;

URBINA ¢ DOCAMPO, 2003).

Cisteina protease (cruzipaina), que ¢ responsavel pelas atividades proteoliticas em todos
os estagios do 7 cruzi. HERNANDEZ e ROUSH, (2002) mostraram que quando
compostos inibidores de cisteina protease atuam, eles bloqueiam esta enzima,
impedindo a proliferacio do parasito em todas as suas formas, aumentando o

tempo de vida de camudongos na fase aguda da infecgao.

Trans-sialidases, que sdo enzimas com papel de transferir acido sidlico de
glicoconjugados de mamiferos para residuos de mucina presentes na membrana do
parasito. A importancia deste acido sidlico consiste em evitar o reconhecimento do 7.
cruzi pelo sistema imune do hospedeiro, e como estes parasitos ndo sdo capazes de
sintetizar de novo este acido, as trans-sialidades possuem um papel fundamental em
garantir a permanéncia no hospedeiro. Ja foi visto que compostos inibidores da trans-
sialidase podem agir de duas formas: (1) ou fazem mimetismo com o acido sialico

(2) ou mimetizam aceptores/doadores dele (NERES; ef al., 2008).

Transportador ABC, visto que proteinas presentes nestes transportadores sdo
responsaveis pela translocacdo do grupamento heme através da membrana plasmatica dos

parasitos (CUPELLO; et al., 2011). O uso de ciclosporina A, um inibidor das proteinas
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dos transportadores mostram a diminui¢cdo do influxo do grupamento heme e, como
consequéncia, diminui¢do da replicagdo de epimastigotas, da internalizacdo de

tripomastigota e parasitemia in vivo (BUA; et al., 2008).

E) Enzimas responsaveis pelo ciclo celular dos tripanossomatideos, nas quais existem
diferencas funcionais e estruturais daquelas das células de mamiferos que podem ser
exploradas como alvos. Entre estas enzimas estdoaquelas responsaveis pelo controle do

ciclo e vias de transdugdo de sinais (HAMMARTON; et al., 2003).

1.8 Ribonucleotideo Redutase (RNR)

Baseando-se nas diferencas das enzimas atuantes no ciclo celular, principalmente a
Ribonucleotideo Redutase (RNR), que os primeiros estudos do nosso laboratério foram realizados,
utilizando trés classes de drogas: (1) as semicarbazonas; (2) tiosemicarbazonas e (3) tiazolidinonas,

sendo a 2 e a 3 derivadas da primeira.

A RNR ¢ responsavel pela sintese de novo de DNA através da substituicdo do grupo 2 "OH
da cadeia de RNA por um H, originando uma nova fita de DNA. Estruturalmente a RNR esta
dividida em por¢do R1 e R2 e ¢ na por¢do R2 que encontram-se dois atomos de ferro e um radical
tirosila, ambos fundamentais para a funcionalidade enzimatica e, por causa disso, sdo alvos

prioritarios (Fig. 5).

Embora também presente nas células hospedeiras, a RNR deste protzoario ¢ um possivel
alvo de drogas porque diferencas na sequéncia de aminoacidos as
tornam um pouco diferentes estruturalmente, fazendo com que a
RNR do parasito seja a prioridade dos compostos. (MUNRO e
SILVA, 2012).

Figura 5 Esquema da estrutura da enzima Ribonucleotideo Redutase com suas
duas subunidades (o e B). Na subunidade B que se encontram os dois atomos
de Ferro essenciais para a atividade enzimatica. Em destaque, os dois atomos

21




de Ferro que sdo os alvos.

1.9 Semicarbazonas, Tiosemicarbazonas e 4-Tiazolidinonas

Estas trés classes de drogas (Fig. 6) foram escolhidas por agirem prioritriamente como
quelante de metais, o que faz com que elas exercam atividade inibitoria, preferencialmente, contra
enzimas metalicas, com grande preferéncia pela Ribonucleotideo Redutase (RNR). A atividade
inibitoria ¢ devido a desestabilizacdo ou danos nos radicais livres tirosil da subunidade B que
ficam estabilizados devido ao atomo de ferro. Uma vez este ferro ¢ bloqueado pela droga, a
atividade da RNR ¢ inibida (ZHENG; et al., 2001)

A propriedade quelante de metais destas classes de drogas vem sendo bastante explorada
contra uma grande variedade de patdgenos incluindo: células cancerigenas (REIS; ef al., 2010),
virus (PELOSI, 2010), (KUCUKGUZEL; et al, 2006) fungos, bactérias (VICINI, 2006), e
protozoarios (CARVALHO; et al., 2010; GREENNAUM,; et al., 2004).

O primeiro composto testado foi a Hidroxiuréia (HU) uma droga antineopasica pertencente a
classe semicarbazona e conhecida por inibir o ciclo celular na fase G1/S, impedindo a atividade da

RNR ¢ a sintese de DNA (MELO et al., 2000, MELO e BEIRAL, 2003).

Os demais analogos desta e das outras classes foram sintetizados mantendo a estrutura
central da molécula e alterando os radicais. Por ter uma sintese relativamente simples e uma grande
versatilidade, varios analogos tém sido sintetizados e testados e pode-se observar que qualquer

modificacdo feita na estrutura da droga influencia

A R\2 BR3 0 fortemente sua atividade (VERNA e SARAF, 2008).

H /T—R;; }-{
Ri \rg—csz\ S Nsg
>:N/ \X Y )

b R, Figura 6 Representagdo esquematica das duas classes de
R . . .
drogas. (A) Semicarbazona (X = O) ou Tiosemicarbazona

(X=S) e (B) 4-Tiazolidinona.
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2.0 Historico dos testes utilizando as Semicarbazonas, Tiosemicarbazonas e 4-Tiazolidinonas

Os primeiros estudos feitos pelo grupo testaram a Hidroxiuréia (HU), uma semicarbazona
(MELO; et al., 2000). MELO e BEIRAL (2003) mostraram os efeitos da droga contra os parasitos 7.
gondii, Leishmania amazonensis e Trypanossoma cruzi. Em 2005, TENORIO ef al., se basearam na
estrutura da Hidroxiuréia e sintetizaram tiosemicarbazonas a partir de benzaldeidos, além dos seus
derivados tiazolidinicos e semicarbazonas e testaram suas atividades anti- Toxoplasma gondii.
Baseando-se nesta sintese, AQUINO e colaboradores (2008), produziram os benzaldeidos-4-fenil-3-
tiosemicarbazonas com diferencas no R1 e R2 que foi substituido por um grupamento fenil e
testaram suas atividades antimicrobinana e anti-7. gondii. Em 2010, o trabalho do grupo sobre
sintese de drogas foi para analisar a acdo de analogos das tiosemicarbazonas e seus derivados
tiazolidinicos sobre a multiplicagdo e processo de destrui¢do de 7. gondii (CARVALHO et al.,
2010). Também em 2010, LIESEN; e colaboradores, testaram a atividade de analogos de
aciltiosemicarbazidas e tiazolidinonas contra protozoario (7. gondii), bactérias (E. coli e M.
smegmatis) e fungos (Candida sp. e A. niger). Por fim, em 2013, Marco Antonio e colaboradores
(GOMES; et al., 2013) testaram uma nova série de fenilsemicarbazonas ¢ feniltiosemicarbazonas

contra 7. gondii (Figura 7 e Tabela 1).

No presente trabalho foram utilizadas 7 tiosemicarbazonas e 7 tiazolidinonas cujas

estruturas estdo esquematizadas na Figura 8.
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Melo et al., 2000 e Mele e Bejral, 2003.
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Figura 7 Esquema das estruturas moleculares dos compostos usados nos outros testes do grupo.
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Tabela 1 Lista dos radicais utilizados nos compostos testados pelo grupo e suas respectivas atividades antimicrobianas.

Autores e ano

Melo et al., 2000

Melo and Beiral 2003

Tendrio et al., 2005

Agquino et al., 2008

Carvalho et al,, 2010

Liesen et al.,, 2010

Gomes et al,, 2013

Compostos

o B

LY Uw

10
11
12
13
14

Radicais

Menhum

Menhum

R 1: o-NO2 m-NO2 p-NO2
R 2: H; CH3 C5H6; CH2CH3

R1: H; 2-F; 3-Cl; 4-Cl; 2,4-Cl;
3,4-Cl; 3-CH3; 4-CH3; 3-0CH3;
2,4-0CH3; 4-0H; 3-OCH3;
4-N{CH3)2; 3,5-BI5-(1,1-dimetiletil)

R 1: H; Cl; NO2
R 1: H; OCH3; ClI; F

R 2,6-dimetoxi-4-hidroxi;
2,3 4-trihidroxi;
2.4, 5-trihidroxi

R1

p-NO2 = ~

a-cl R2
3,4-Cl S

2-F

4F Rl

3-Cl

Tiosemicarbazona

4-Cl

2-Cl
2,4-Cl

R2
/
2-F .~ \
a-F
3-cl : 5
R
na

4-Tiazolidino CO2H

Atividades

Toxoplasma gondii

T. cruzi e Leishmania amazonensis

Toxoplasma gonedii

Toxoplasma gondii e
antibacteriana

Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii e
antibacteriana

Toxoplasma gondii

R2

CeHs
CeHs
CeHs
CeHs
CeHs

CsHs
CeHs
CsHs
CeHS
CsHs

Figura 8 Esquema das estruturas dos compostos utilizados no presente estudo e seus respectivos radicais.
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2 Relevancia do trabalho

A tripanossomiase ¢ uma doenca endémica em 21 paises da América Central e do Sul,
contudo, ja tiveram relatos de casos em paises como Estados Unidos, Canadd e em muitos paises da
Europa. A WHO estima que existem em torno de 8 milhdes de pessoas infectadas com o 7. cruzi ao
redor do mundo. Isto tem um custo econdmico muito grande para um pais que chega a gastar na
ordem de U$ 260 milhdes s6 com tratamento para os pacientes e ha perda de mao de obra

trabalhadora também (WHO, 2014).

Em vista destes fatos, hd uma grande necessidade de tratamentos efetivos e sem os efeitos
toxicos causados pelas atuais drogas utilizadas. Por isto, ha uma grande importancia de se testar a
atividade anti-parasitaria de novos compostos, assim como de se entender um pouco sobre os
acontecimentos de ambos as células hospedeira e do parasito na presenca destas novas drogas. Os
entendimentos sobre a a¢do da droga e do comportamento do parasito sdo de extrema importancia

no processo de estudo de um possivel novo medicamento
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3 Objetivos

Geral:

Testar a citotoxicidade in vitro de sete compostos pertencentes a classe Tiosemicarbazona e sete
derivados pertencentes a classe 4-Tiazolidinona sobre células de mamifero (Vero) e amastigotas de

Trypanosoma cruzi.

Especificos:

1. Determinar qual o composto e qual concentragcdo ¢ mais eficiente em reduzir a infecgdo e
namero de parasitos sem causar danos as células hospedeiras para prosseguir com os

experimentos.
2. Analisar o progresso da infeccdo/tratamento utilizando o composto mais eficiente em uma
concentracdo determinada, variando o tempo de tratamento (12, 24 e 36 horas) e

comparando seus resultados;

3. Observar se, apds 24 horas de tratamento com o composto, os parasitos ainda restantes na

cultura sofreram efeitos reversiveis ou irreversiveis e

4. Verificar a ocorréncia de mecanismos celulares que estdo eliminando o parasito da cultura

de células.
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4 Metodologia

4.1 Células hospedeiras

Células Vero (fibroblasto de rim de macaco verde africano) foram cultivadas em garrafas
plasticas (25 cm?) contendo meio DMEM 1152 (Dulbecco’s modify Eagle medium - Sigma)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO) em estufa a 37 °C, a 5% de CO2. A
cultura foi mantida até as células atingirem uma densidade que cobria a garrafa, mas sem se
sobreporem (monocamada). Uma fracdo destas células foi solta do substrato pela acdo da tripsina e
foi colocada em novas garrafas para manutengdo ou em placas de 24 pogos contendo laminulas

estéreis (na proporgio de 4x10° células) para o inicio dos tratamentos.

4.2 Cultivo do Trypanosoma cruzi (cepa DM28)

Tripomastigotas de 7. cruzi foram colocados na centrifuga clinica a 1000 g por 10 minutos.
O concentrado formado foi suspendido em 1 mL do meio de cultivo DMEM. Os parasitos foram
quantificados em cadmara de Neubauer. Apés a contagem do niimero de parasitos e de células, a
cultura hospedeira foi infectada em uma proporg¢ao de 20 parasitos por célula. A cultura foi mantida
em estufa a 37° C. Depois de 6-7 dias, os parasitos romperam as células e foram liberados no meio.

Logo eles foram recolhidos e usados em uma nova infec¢ao.

4.3 Compostos sintéticos

Todos com compostos sintéticos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO - MERCK)
(1.5% v/v) e meio DMEM, onde a concentragdo de DMSO usada ndo ¢ toxica para os parasitos ou
as células hospedeiras. Primeiramente, o0 meio com o composto € 0 DMSO foram filtrados através
de membranas de 0.22 um e a solugdo estoque preparada. Em seguida, as seguintes concentracdes
de uso foram feitas: 0,1; 1; 5e 10 mM.
Todos os compostos testados foram cedidos pelo Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQUI —

UENF).
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Como drogas de referéncias foram usadas a Hidroxiuréia e o Benzonidazol nas mesmas

concentracoes.

4.4 Tratamentos das células e parasitos

As placas de 24 pocos contendo as células foram mantidas em estufa a 37° C por 24 h. A
interacdo de 10 parasitos por célula foi realizada. Depois de 24 horas, as células foram incubadas

com os compostos dissolvidos em um novo meio por mais 24 horas.

4.4.1 Teste de reversibilidade:

Apods os resultados obtidos com a incubagdo de todos os compostos, o composto 1 na
concentracdo de 1 mM foi escolhido como tendo os melhores resultados em relacdo a diminuicao de
células infectadas e numeros de parasitas e respeitando o DL 50.

Ap6s 24 horas de incubagdo, o meio contendo a droga foi retirado e substituido por outro s6
contendo o soro fetal bovino por mais 24 horas. Apos este tempo, as laminulas foram processadas

para microscopia optica.

4.5 Microscopia oOptica:

4.5.1 Analises quantitativas e morfoldgicas:

As laminulas contendo as células foram lavadas por trés vezes com PBS, fixadas com
formaldeido 4 % por 10 minuntos, coradas com solu¢do de Giemsa (1:9 de PBS) por 6 horas em
temperatura ambiente, desidratadas em solucdo de acetona-xilol e montadas em laminas
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histologicas. Ao final, as 1aminas foram observadas no microscopio optico, € quantificadas quanto

ao numero de células infectadas, células ndo infectadas e nimero de parasitos intracelulares.

4.5.2 Ensaios com fluorescéncia para observacao de organelas e fenomenos celulares

4.5.2.1. Avaliagao da acidificacdo vacuolar:

- Laranja de acridina (LA) (Sigma Chemical Co.): as culturas controles e tratadas foram
incubadas por 30 minutos a 37 °C com 5 g/mL de LA diluido em meio DMEM 1152 com 5% de
SFB (KIELIAN and COHN, 1980). O filtro de excitagao utilizado foi 0 492 nm ¢ o de emissdo, 540

nm.

- Lyso-tracker Red (Mol. Probes) (marcador especifico de lisossomos): foi utilizado em uma
concentracdo de 50 nM dissolvido em meio DMEM 1152. As culturas foram incubadas com o
marcador por 30 minutos, a 37°C, que foi visualizado no filtro excitacdo de 577 nm e emissdo, 592

nm.

4.5.2.2 Detecgdo de vactiolos autofagicos:

- Monodansilcadaverina (MDC) (Sigma Aldrich®): ¢ um marcador especifico para vacuolos
autofagicos. Para a marcacao, as culturas foram incubadas com 0,05 mM MDC em PBS por 10 min.
Os resultados foram vistos em um microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioplan usando o filtro de

excitacdo 335 nm, e de emissdo, 512 nm de acordo com BIEDERBICK; ef al, 1995.

Todos os ensaios de fluorescéncia foram feitos utilizando o microscopio Zeiss Axioplan, equipado

com luz tipo LED, cdmera Olympus DP72, lente de 63x.

4.6. Analise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissao:
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As garrafas de cultura de células Vero foram lavadas com PBS a 37 °C e fixadas a
temperatura ambiente em solugdo contendo 1% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 5 mM de
cloreto de célcio e 5% de sacarose, em tampao cacodilato de sédio a 0,1 M, pH 7,2 por 1 hora. As
células foram pos-fixadas em solucdo contendo 2% de tetroxido de d6smio (Sigma), 0,8% de
ferrocianeto de potassio (Sigma), 5 mM de cloreto de célcio, tampdo cacodilato de sodio 0,1 M, pH
7,2 por 1 hora. Logo, as células foram lavadas em tampao cacodilato 0,1 M, pH 7,2 por 3 vezes e
apos, desidratadas em sequéncia crescente de acetona (50, 70, 90, 100, 100 %), por dez minutos
cada. Entdo, as amostras foram incluidas em resina PolyBed (Sigma) na proporg¢do de 1:1 acetona -
resina por 6 horas, 2:1 resina — acetona durante 6 horas, resina pura no periodo 12 h, que foi trocada
por outra resina para a polimerizacdo em estufa a 60° C por 48 horas. Cortes ultrafinos foram feitos
em ultramicrotomo (Reicherst Ultracut — Leica) e coletados em grades de cobre. Os cortes foram
contrastados com acetato de uranila por 20 minutos e, posteriormente, por citrato de chumbo
durante 5 minutos, ambos no escuro. Apos 24 horas de secagem, os cortes foram visualizados com

um microscopio eletronico de transmissao ZEISS 900 a uma voltagem de 80 kV.
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5 Resultados

Apods 48 h de infeccdo das células Vero com tripomastigotas de 7. cruzi, amastigotas
intracelulares em proliferagdo foram observados, indicando o estabelecimento da infec¢do . Entdo,
as culturas infectadas foram incubadas com os compostos (TSC e 4-Tiazolidinona) nas
concentracdes de 0,1; 1; 5 e 10 mM durante 24 horas. Depois dos tratamentos, analises
morfologicas e quantitativas foram feitas para observar o efeito das novas drogas sobre a

sobrevivéncia das células hospedeiras e parasitos.

5.1 Analises quantitativa e estrutural

A contagem dos campos das laminulas mostrou que todos os compostos causaram uma
diminui¢do na infec¢do através da eliminagdo dos parasitos. Este efeito foi observado desde o
tratamento de 0,1 mM para todos os compostos e foi progressivo até a concentracdo de 5 mM. A
concentracdo de 10 mM foi extremamente toxica para o parasito e para célula eliminando toda a
cultura (tabela 2). Analisando tanto o resultado da reducdo da porcentagem de células infectadas
quanto da diminui¢do dos parasitos, pode-se observar apenas pequenas diferencas entre as duas
classes de drogas. Por fim, o composto 1, uma TSC, foi escolhido devido sua grande eficiéncia em
eliminar os parasitos da cultura em baixas concentracdes sem causar danos toxicos as células

hospedeiras para dar continuidade aos testes.
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Tabela 2 Cultura de células Vero infectadas com tripomastigotas de T. cruzi por 48 h e tratadas com os compostos de 1-

14, as drogas de referéncia e as diferentes concentracdes.

Foram observados os efeitos dos compostos sobre a infec¢ao e a multiplicagdo de parasitos intracelulares. TOX= toxico (ndo

restaram células).

Porcentagem de célulzs infectadas apos 24 h de tratamento

composto
1

[ - R

10
B
12
13
14
BZN
HU

Controle
84£12
606
22+1
6743
301
302
311
41+3
3241
3442
4043
ENES |
81+1
B1+8
30+1
28:+1

0,1 mM
69z
62=4
14=2
7145
25+]1
2521
2h=1
29=3
26=1
271
20:3
231
S0=8
59=h
3221
8d4=1

1 mM
3745
467
61
464
15=1
201
20+1,5
192
20+1.5
2413
19+2
1822
20
12
22+1
762

SmM
11+5
1345

10 md
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX

controle
142821
999122
335+13
944+84
Q8151
65528
844220
Q0045
894220
TI048
Q0045
69034
BI0+58
840456
QR(=+39
1265+13

Niimero de parasitas intracelulares

0,1
110432
TRIE124
221+
BA6E75
Bl1=19
58013
57715
621+31
59717
SR624
62081
47735
TR5+48
T74+60
T62+38
95018

1
43730
88634

677
436491
SRO+E38
422+16
20816
259+12
279<16
481445
2509=11
257118
316+25
337+28
487+48
T59+22

3
530=23
560=17
55+14
22035
215=149
333=13
214=8
133=9
224=8
TOX
133=9
22247
102220
TOX
25711
173239

10
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX
TOX

Outro fator que também influenciou nos efeitos das drogas foi o radical inserido na porgao

arilhidrazona do anel benzeno. Embora ndo haja muitas diferengas nos efeitos das concentracdes

testadas entre as classes tiosemicarbazona e tiazolidinona que possibilite afirmar que uma ¢ melhor

do que a outra, a variacdo de seus radicais (R1), tanto na posi¢cdo quanto no elemento, foi

responsavel pelas variagdes dos efeitos. Por exemplo, o Cloro na posi¢do 3 teve um resultado

superior do que na posi¢cdo 2 ou 4 (para as duas classes de drogas), assim como na posi¢do 2,4-Cl

foi muito mais efetivo do que na 3,4-CI. Os radicais 3-Cl, 4-F, p-NO2 se destacaram, enquanto os

radicais 2-Cl e H na tiazolidinona apresentaram os piores resultados (Tabela 3).
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Tabela 3 Radicais utilizados nos analogosdas tiosemicarbazonas (em negrito) e tiazolidinonas em ordem decrescente de
efeito apds o tratamento com 1 mM por 24 h.

Efeitos dos radicais sobre a infecgdo

3-Cl> 4-F> p-NO2> 3-Cl> H> 4-F> 2,4-Cl> 4-Cl> 2-F> 3,4-Cl> 2-F> 4- C|> 2-CI>H
Efeitos dos radicais sobre o nimero de parasitas

p-NO2> 4-F> 2,4-Cl> 3-CI> 2-F> 2-F> H> 4-F> 3-Cl> 4-CI> 4-CI> 3,4-Cl> 2-CI> H

Apos o estabelecimento da escala de efeito de citotoxicidade das drogas, os valores de DL
50, que ¢ a concentragdo da dose letal para 50% da populacdo, foram determinados tanto para a
célula hospedeira quanto para os parasitos intracelulares (tabela 4). A DL 50 ¢ um parametro de
seguranga para a célula hospedeira, uma vez que o valor do DL 50 para as células hospedeiras deve

ser, pelo menos, dez vezes maior do que aquele dos amastigotas.

Para a maioria das drogas, os valores de LD 50 para amastigotas variaram entre 0,5 e 1,0
mM, enquanto grande parte do LD 50 para as células hospedeiras ficaram em torno de 7,5. Os
compostos 3, 4, 6, 13 e 14 tiveram valores de LD 50 bastante aproximados, o que ndo ¢ interessante
para estes testes toxicoldgicos, contudo, outros como o 1, 7, 8, 9, 11 e 12, atenderam o prerequisito

da concentragdo dez vezes maior .

Tabela 4 Valores de LD 50 (mM) para aos amastigotas e para as células Vero, apos o tratamento com os 16 compostos
por 24 h.

LD 50 (mM)
Composto 1 2 3 4 5 & 7 B ] 10 11 12 13 14 BZN HU
Amastigotas 0.5 15 0.5 0.8 12 3 0.5 0.5 0.8 15 0.5 0.5 1 0.8 3 01
Cel.
Hospedeiras 7.4 7 24 2.4 2 25 72 76 7.9 7.4 7.6 74 4.3 35 20 =20

Como conclusdo das andlises quantitativas, sabe-se que os novos compostos levaram a
eliminag@o do parasito apds o tratamento com baixas concentragdes durante 24 h e apos a infecgdo
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ter sido estabelecida. Visto que a parte central das drogas ¢ comum a todas elas, a variacdo dos
resultados e da citotoxicidade em relagdo a célula hospedeira ¢ dependente do radical variante e seu
posicionamento. A partir destes resultados houve, entdo, o interesse em observar o estagio e as
caracteristicas da eliminacdo do parasito intracelular. Para isto, o composto 1 que apresentou a
melhor atividade, reduzindo drasticamente o nimero de amastigotas (figura 9) foi escolhido como o
mais eficiente e promissor, ou seja, eliminou a maior quantidade de 7. cruzi, em baixas
concentracdes e teve um valor de DI 50 dentro do esperado, sendo utilizado nos outros testes. Na
figura 9, pode-se observar a alta taxa de infec¢do da célula hospedeira em diferentes aumentos (Fig.
9 A e C) e, apos o tratamento, uma drastica eliminac¢do dos parasitos (Fig. 9 B e D) e uma certa
desorganizacdo morfolégica nos que restaram, contudo, as células hospedeiras mantiveram seu

aspecto normal (Fig. 9 D).
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Figura 9 Efeito do composto 1 (TSC) sobre a multiplicagdo do 7. cruzi intracelular. (A e C) Controle das células Vero
infectadas com o parasito. (B e D) Cultura tratada com 1 mM do composto 1 por 24 h. Seta preta: parasitos, seta branca:
nucleo da célula hospedeira. Barra de escala: A e B: 100 um, C e D: 10 pm.

Outros ensaios foram feitos para compreender melhor o efeito da droga na cultura e, dentre
eles estdo o tempo de tratamento de 12 e 36 h e o teste de reversibilidade. Como ja fora estabelecido
que o tempo de multiplicacdo desta cepa do 7. cruzi (DM 28) ¢ de, aproximadamente, 8-10 h, este
tempo e o 36 h foram escolhidos para estabelecer uma escala de efeito da droga e determinar se ela

tem a ver com o ciclo de vida do parasito.
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Os resultados destes testes mostraram que ap6s 12 h de tratamento, houve uma pequena
reducdo na porcentagem de infecgdo, porém o numero de parasitos reduziu a metade. Em 24 h,
como ja visto houve uma grande diminui¢@o em ambos parametros que chegaram a zero no tempo
de 36 horas (Tabela 5). Com isto, ¢ possivel sugerir que o efeito da droga ¢ dependente de um
estagio especifico do ciclo de vida do patdégeno e o baixo efeito na redugdo dos parasitos em 12 h é
devido a uma pequena parte deles se encontrarem na fase especifica. E a diferenca nos efeitos de
reducdo da infeccdo e do numero de parasitos ¢ explicado porque, embora o parasito ainda esteja
presente na célula, se ele ndo apresentar sua morfologia normal, ele ndo ¢ considerado, contudo, a

célula é contada como infectada.

Tabela 5 Porcentagem de infecgdo e nimero de amastigotas nas células Vero apos diferentes tempos de tratamento com
o composto 1 a 1 mM.

% infecgdo nimero de parasitas
controle  tratado controle  tratado
12 horas 64+5 58+3 195+34 98+14
24 horas 84412 3745 5063+37  1965#45
36 horas 147 0 2390456 0

O proximo teste realizado foi o de reversibilidade. O ensaio consistiu na retirada do meio de
cultura contendo a droga 1 na concentragdo de 1 mM apos 24 h de tratamento e a reposigdo do meio
contendo somente o soro fetal bovino e a incubacdo por mais 24 h. Apos este tempo as células
foram observadas e ndo havia nenhum parasito na cultura, mostrando que embora ainda hajam
amastigotas no interior da célula quando analisadas em 24 h, estes ja estavam danificados de

maneira irreversivel ou mortos, embora ainda ndo tivessem sido eliminados (Fig. 10).
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Figura 10 Teste de reversibilidade nas células Vero infectadas com 7. cruzi por 24 h e incubadas com o composto 1 a 1
mM. A e C: culturas controles. B e D: ap6s serem incubadas por 24 h com meio de cultura contendo o composto, este
foi retirado e substituido por apenas o meio de cultura por mais 24 h. N: niicleo das células hospedeiras e P: parasitos.
Barra de escala A e B=40 um e C e D=20 um.

Ap6s estudos sobre os efeitos da droga sobre a cultura de célula hospedeira infectada com o
parasito, os mecanismos de acdo do composto 1 e as caracteristicas do processo de eliminacdo do
parasito foram estudadas mais profundamente por técnicas de microscopia eletronica de transmissao
e microscopia optica de fluorescéncia.
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5.2 Analise ultraestrutural

Através da microscopia eletronica de transmissdo, os efeitos progressivos do composto 1 na
morfologia e ultraestrutura do parasito puderam ser observados (Fig 11). Na cultura controle, as
células Vero continham em seu citoplasma organelas morfologicamente normais, assim como
amastigotas normais em proliferacdo (Fig 11 A). Na cultura tratada com o composto 1 a 1 mM por
24 h, alguns parasitos estavam no interior de vacuolos circundados por dupla membrana (Fig 11 B)
e apresentavam drasticas alteracdes morfologicas em diferentes niveis (Fig 11 C). Tanto as
alteragdes ocorridas no parasito quanto a sua eliminacdo aconteceram de forma assincronica
sugerindo, novamente, que o efeito da droga ¢ dependente do ciclo de vida em que o parasito se

encontra.
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Figura 11 Analise ultraestrutural de células Vero infectadas com amastigotas de 7. cruzi por 72 h. (a) Cultura controle.
(b, ¢ e d) células infectadas quando tratadas com 1 mM do composto 1 por 24 h mostraram parasitos em diferentes
estagios de destrui¢do no interior de um vactolo delimitado por uma dupla membrana. Dupla seta: aproximidade da
dupla membrana que circunda o parasito com o reticulo endoplasmatico . Estrela: parasito em processo de destruigdo
avancado onde a degradagdo do T. cruzi ocorre de dentro para fora. Barra de escala: A =2 pum; B,.D =1 pm; C= 0.5 um.

5.3 Aspectos celulares da eliminacao do parasito
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Os ensaios posteriores foram feitos com o objetivo de reforgar a idéia de que o processo de
autofagia estava ocorrendo. Para isto, o Laranja de Acridina (LA) que ¢ um marcador vital
indicativo de acidificacdo do pH, foi utilizado (Fig. 12). Ja apds o tratamento com o composto 1 por
12 h, foi possivel observar o aumento da fluorescéncia em diferentes areas do citoplasma da célula

hospedeira, incluindo aquela onde o parasito se encontra (Fig. 12 C e D).

Figura 12 Células Vero infectadas com amastigotas de 7. cruzi por 36 h e coradas com LA. (A e B) Culturas controle.
(C e D) Células tratadas com o composto 1 a 1 mM durante 12 h. Setas pretas: amastigotas, setas brancas: aumento da
acidificacdo no citoplasma, estrela: citoplasma da célula hospedeira, N: ntcleo. Barra de escala: A-D= 50um.
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Um segundo ensaio com as mesmas condi¢des, mas usando o marcador LysoTracker Red,
que ¢ especifico para lisossomos (Fig. 13), também foi possivel ver um aumento do numero ¢ da
atividade destas organelas no local onde o parasito estava (Fig. 13 C e D). Ambos os resultados

sugerem que esta acontecendo um processo de digestdo vacuolar com a participagdo de lisossomos.

L

Figura 13 Células Vero infectadas com amastigotas de 7. cruzi por 36 h e coradas com LysoTracker Red. (A e B)
Células nao tratadas e (C e D) células tratadas com o composto 1 a 1 mM por 12 h. Setas pretas: amastigotas e setas
brancas: aumento da concentrag@o de lisossomos colocalizados com os parasitos, N: nicleo da célula hospedeira. Barra
de escala: A, B =40 um; C,D=20 pm.
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O terceiro experimento com marcadores fluorescentes foi feito utilizando o
monodansylcadaverina (MDC), indicador de presenga de vactolos autofagicos. As marcacdes
positivas presentes apenas nas células tratadas indicam que o processo de autofagia esta envolvido

na eliminacdo do 7. cruzi do citoplasma da sua célula hospedeira (Fig. 14).

Figura 14 Células Vero infectadas com amastigotas de 7. cruzi por 36 h e coradas com Monodansilcadaverina. (A e B)
Cultura controle e (C e D) células tratadas com o composto 1 a 1 mM por 12 h. Setas pretas: amastigotas e setas
brancas: vactiolos autofagicos contendo parasitos, N: nticleo da célula hospedeira. Barra de escala: A,B = 60 um; C,D=
100 pm.
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6 Discussao

A doencga de Chagas tem uma grande incidéncia nas Américas Central e do Sul, tornando-se
umas das principais doencas parasitarias destas regides. No entando, os dois tratamentos disponiveis
para a doenga, o Nifurtimox e o Benzonidazol sdo eficientes somente para as formas
tripomastigotas e epimastigotas do parasito, sem agdo para os amastigotas, responsaveis pela forma
cronica da doenca. Outras limitagdes destas duas drogas sdo seus sérios efeitos colaterais para o
paciente e os casos de resisténcia do parasito. Devido a estes motivos, varios estudos vém sendo
realizados afim de proporem uma alternativa de tratamento para a doenca que seja mais eficaz e
menos prejudicial ao paciente (PEREZ-REBOLLEDO; et al., 2008) e, para isto, uma série de

compostos naturais e sintéticos tém sido testados.

Tiosemicarbazonas e Tiazolidinonas vém sendo bastante usadas em testes contra uma
grande variedade de microorganismos e linhagens de células cancerigenas ha mais de 50 anos. Isto
porque, devido a alta capacidade de se ligarem a metais, podem formar complexos mais eficientes
na eliminacdo da infeccdo e dificultarem o aparecimento de microorganismos resistentes
(ARANCIBIA; et al., 2014). O uso abrangente desta classe €, em partes, explicado pelo baixo peso
molecular, boa capacidade de doar e receber pontes de hidrogénio, o baixo custo ¢ a facilidade de
ser sintetizada. Assim também acontece para a 4-Thiazolidinona, que ¢ um sistema de anel que esta
presente em varios compostos farmacéuticos por apresentar uma grande variedade de atividades

biologicas (OMAR; et al., 2010).

As tiosemicarbazonas sdo usadas com frequéncia como composto base em testes para
avaliar a atividade anti-protozodria, incluindo o Trypanosoma cruzi. Contudo, mesmo com o0s
inimeros ensaios existentes usando estas drogas, pouco se sabe sobre seus mecanismos de agdo que
culminam na eliminagdo do parasito intracelular. Com o desenvolvimento dos estudos sobre a
biologia celular do Trypanosoma cruzi, varios possiveis alvos de drogas vém sendo descritos.
Alguns estudos tém mostrado que a eficiéncia dos compostos destas duas classes tem sido
multifatorial, estando relacionada com a sua capacidade de inibir enzimas metalicas como a
Ribonucleotideo Redutase (KRISHNAN; ef al., 2008) e a cisteina protease (DU; et al, 2002;
GREENNAUM;. et al, 2004; LIMA; et al., 2006), assim como também inibe a trypanotiona
redutase (PORCAL,; et al., 2008) e diminui a produgdo de o6xido nitrico (um mecanismo de defesa

dos tripanosomatideos) (SOARES; et al, 2011). A tiosemicarbazona inativa a ribonucleotideo
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redutase devido a sua capacidade de formar complexos com os metais presentes nas enzimas e,
neste caso, atuando como quelante dos ions de ferro presentes na RNR que s@o indispensaveis para
funcionamento da enzima (KRISHNAN; ez al.. 2008). Uma vez sem o ferro, o ciclo celular ¢
interrompido na fase G1 sem progredir para a fase S. Tratando-se da cisteina protease, esta tem sua
atividade bloqueada pela tiosemicarbazona porque esta classe de droga ¢ capaz de fazer um ataque
nucleofilico com seu carbono carbonila ao residuo Cys25 da protease (DU; et al, 2002).
Considerando as atuais drogas utilizadas no tratamento da doenca de Chagas, ja foi descrito que
ambos o Nifurtimox e o Benzonidazol agem através da redu¢do do grupamento nitro. No tratamento
com o Nifurtimox, a reduc@o gera radicais nitro anion instaveis que produzirdo espécies reativas de
oxigénio bastante toxicas. J4 o Benzonidazol leva a modificagdo covalente de macromoléculas
causada pelos intermediarios do nitro. A toxicidade destes compostos se da pelo dano redutivo ou

oxidativo nos tecidos dos hospedeiros (AGUIRRE; et al., 2004).

Apesar da grande quantidade de estudos feitos para avaliar a agdo anti-7Trypanosoma cruzi
de novos compostos, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares que levam a eliminagdo deste
patogeno da cultura, uma vez que na maioria dos testes s6 sdo feitas quantificacdes citotoxicas em
epimastigotas. Entre alguns estudos que observaram as vias de morte de amastigotas estdo:
SANTA-RITA; et al, (2000 e 2006) mostraram que os analogos edelfosina, miltefosina e
ilmofosina interrompem a biossintese de fosfolipideos e esterdis, causando danos na membrana
plasmatica do parasito. MENNA-BARRETO; et al, (2005 e 2007) mostraram que naftoimidazoles
eram capazes de inibir a sintese de DNA. VIEITES; et al., (2009) testou a atividade de 8 novas 3-(5-
nitrofuril) acroleina tiosemicarbazonas acopladas com platina e mostrou que a producdo de radicais
livres e interagdo com o DNA eram as principais causas de morte dos amastigotas, também
fazendo suas atividades serem melhores do que a do nifurtimox. MOREIRA; et al. (2014) que
estudaram novas aril tiosemicarbazonas com diferentes substituintes no anel fenil, onde todos os
compostos substituidos tiveram atividade melhor e foram menos toxicos para as células hospedeiras
do que o nifurtimox, e induziram a morte do parasito por apoptose. Todos estes trabalhos assim
como varios outros citados por MENA-BARRETO; et al, (2009) e RIVERA; et al, (2009)
mostram que uma série de compostos sintéticos e naturais t€m como objetivo a destrui¢do direta do

parasito através de danos estruturais ou inibi¢ao de vias metabdlicas.

As células, uma vez infectadas, sdo capazes que desencadear uma séric de respostas

imunoldgicas microbicidas que podem levar a eliminagdo da célula infectada e a um processo
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inflamatorio no hospedeiro. Porém, uma vez que a célula perde o controle da infecgdo, a ativagdo da
resposta imune ¢ comprometida. Contudo, ha uma auséncia de informagdes sobre a capacidade da
célula infectada de eliminar seu proprio patdogeno quando este se encontra no citoplasma. O
conceito de apenas controlar a infec¢@o, possibilitando que assim a célula hospedeira reestabelega

seus mecanismos microbicidas € muito pouco explorado.

Neste trabalho, o uso de drogas capazes de bloquear o ciclo celular do parasito possibilitou a
observagdo de dois eventos importantes. O primeiro deles foi a capacidade da célula de retomar o
controle da infeccdo uma vez que a proliferagdo do parasito foi interrompida. O segundo foi a
observagdo de estruturas com caracteristicas de autofagolisossomos e de eventos relacionados a
autofagia envolvidos na eliminagdo deste parasito. De acordo com o que ¢ citado em HAYASHI-
NISHINO; et al, (2009) e GLICK, BARTH e MACLEOD, (2010) durante o processo de autofagia
ha o isolamento da particula a ser degradada por uma dupla membrana com marcadores especificos
e que cuja origem ¢ o reticulo endoplasmatico. Uma vez que esta dupla membrana engolfa a
particula, ha a formagdo do autofagossomo e o recrutamento e fusdo local de lisossomos que
liberam hidrolases acidas para degradar a particula. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem a
ocorréncia de todos estes fatos. Analises de microscopia eletronica de transmissdo mostram o
parasito envolvido por uma dupla membrana bem proximo ao reticulo endoplasmatico. Assim como
a destrui¢do assincronica dos parasitos, indicando que esta é dependente do seu ciclo celular. A
microscopia Optica de fluorescéncia mostra que, ap6és o tratamento da cultura, hd grande presenca
de lisossomos e a ocorréncia da acidificagdo colocalizados com o parasito, como também ¢ possivel

ver marcagdes especificas para vacuolos autofagicos circundando o 7. cruzi.

Apesar de a autofagia ser um processo descrito para eliminar uma grande variedade de
microorganismos intracelulares como descrito em DERETIC e LEVINE, (2009) e estimular a
resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro, este mecanismo ainda ndo tinha sido observado na
eliminagdo de parasitos que habitam o citoplasma da célula hospedeira. Ao considerar que o
tratamento s6 ocorre apds 24 horas de infeccdo, e que os parasitos ja escaparam do vacuolo
parasitoforo e encontram-se no citoplasma da célula hospedeira em multiplicacdo, ¢ possivel supor
que um processo autofagico ¢ montado pela célula para eliminar este patdogeno na presenca da
droga. A possibilidade da célula hospedeira conseguir eliminar uma infec¢do uma vez que esta €
controlada ¢ de grande importancia biologica visto que pode ser abrangente a outros

microorganismos intracelulares, inclusive os que também vivem no citoplasma. Esta questdo ¢
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realmente possivel uma vez que também ja foi demonstrada por CARVALHO e MELO, (2006).
Eles observaram que células Vero infectadas com 7. gondii e tratadas com Hidroxiurea tornavam o
vacuolo parasitoforo onde o parasito residia permissivo a fusdo com lisossomos, acidificando-o e

levando a morte deste parasito.

Outros estudos também utilizando Tiosemicarbazonas e Tiazolidinonas mostraram a
atividade destas drogas contra protozoarios, inclusive o 7. cruzi (CAPUTTO; et al., 2011; LEITE;
et al., 2006; SOARES; et al., 2011; MOREIRA; ef al., 2014). Todos estes trabalhos, ¢ também o
presente estudo mostraram que a atividade do composto ¢ dependente tanto dos radicais em si
quanto da sua posi¢ao (meta, orto e para). Neste estudo foram usados os radicais H, F, Cl, NO2
conjugados aos anéis das tiosemicarbazonas e 4-tiazolidinonas em diferentes quantidades e
posicdes. Os mesmos analogos utilizados aqui contra o 7. cruzi ja foram usados em outros trabalhos
contra o Toxoplasma gondii (TENORIO; et al., 2005 ; AQUINO; et al, 2008 ; CARVALHO; et al,
2010), onde também se pode ver a influéncia da variacdo dos radicais e seus posicionamentos,
confirmando a relacdo estrutura atividade. Alguns destes compostos capazes de eliminar,
parcialmente ou completamente, o 7. gondii da célula, o que ¢ um fato muito interessante,

sugerindo que um mesmo composto pode ser efetivo no tratamento de diversas doengas.

Embora nosso grupo ja tenha sintetizado compostos de alta eficiéncia em eliminar parasitos
intracelulares, novos estudos vém sendo feitos como alternativas para o tratamento de doengas
causadas por protozoarios, assim como para outras doengas causadas por microorganismos
intracelulares. A razdo pela qual os 14 andlogos terem sido testados ¢ de se ter uma diversidade para
o tratamento da doenca afim de dificultar que o patégeno em questdo adquira resisténcia ao novo
composto. Também, tenta-se aumentar cada vez mais a eficiéncia destas novas drogas. Por estes
motivos, muitos analogos destas classes vém sendo sintetizados e testados contra uma série de

microorganismos incluindo bactérias, fungos e protozoarios.

Outra alternativa para aumentar a eficiéncia do composto e evitar a resisténcia do parasito,
tém sido a utilizagdo de metais complexados a classes de drogas que ja vém sendo estudadas. Esta
pratica recebeu grande importancia a partir do abrangente uso e eficacia da cisplatina no tratamento
de diversos tipos de cancer, a partir da década de 70 (KELLAND, 2007). Atualmente, varios grupos

vém sintetizando complexos metalicos utilizando tiosemicarbazonas, testando suas atividades
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contra diversos protozoarios (GAMBINO, 2011; SANTOS; et al., 2012) e obtendo bons resultados,

contudo os mecanismos de eliminacdo destes parasitos ainda nao foram explorados.

7 Conclusao

Embora com eficiéncias diferentes, todos os 14 novos compostos testados apresentaram
atividades anti-Trypanosoma cruzi nas quatro concentragdes vistas, sendo a de 0,1 mM pouco
efetiva e 10 mM tdxicas para ambos parasito e célula hospedeira. Contudo, as concentracdes
intermediarias de 1 e 5 mM mostraram-se bastante eficientes em eliminar o patdogeno da cultura,
sem causar danos as células hospedeiras, com excessdo para os compostos 10 e 14. Estes resultados
mostram como a variagdo tanto dos radicais quanto da posicdo na qual eles sdo inseridos interferem

na atividade do andlogo, e mostram a importancia de se ter alternativas para o tratamento da doenca.

A utilizacdo de compostos pertencentes a estas duas classes de drogas mostraram que uma
vez a replicagdo do parasito € interrompida, a propria célula é capaz de elimind-los. Os estudos de
microscopia sugerem que 0 mecanismo que a célula usou nas condi¢des testadas foi a autofagia.
Este ¢ um fato muito importante uma vez que pouco se sabe sobre mecanismos microbicidas contra
microorganismos que vivem no citoplasma da célula hospedeira, assim como o uso destas drogas

podem se tornar uma ferramenta de estudo de outros patdgenos com o mesmo estilo de vida.
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Abstract

Trypanosoma cruzi, agent of Chagas disease in humans, invades and replicates within a wide variety of nucleated
mammalian cells untl the lysis of the host cells. This study was undertaken to evaluate the cellular features of effect of
new compounds of thiosemicarbazone and their thiazolidnone derivate on the multiplication of extra- and infraceliular T
cruzi. Most of the compounds inferrupted epmastigote proliferation at 1 mM, and above 5 mM led to drastic cytoplasm
reduction, nuclear condensation and death. Utrastructural assays showed that epimastigotes treated with 1 mM of
the compounds retained main parasite organelies such as the Golgi complex and the miochondna, but undenwent
drastc reduction in cytoplasm volume and led to the formation of blebs on the plasma membrane, suggesting a
cell death process by apoptosis. Infected cultures treated for 24 h with the compounds showed smilar effects, with
drastic decrease in infection and the elmination of infracellular parasite at 1 mM without toxic effects on the host cells.
Intracelular amastigotes showed progressive disorganization leading fo the rupture and elimination of the parasite. The
results strongly suggest thatin presence of thiosemicarbazones and their derivate, intracellular amastigotes amested the
profiferation, leading to ieversbie ultrastructural disorganization, death, and then eimination. When the intracelular T
cruzi efimination prooess was analysed, it showed that autophagy was present, in infriguing and new features to futures
studies. In addition, our resuits in vitro also suggest that these compounds are promising molecules against intracellular
T. cruzi when compared fo the anti-proliferative drugs Hydroxyurea and Benznidazole.
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