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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial tripanocida in
vitro e in vivo do 4cido galico e derivados (galatos de octila, decila,
undecila, dodecila e tetradecila). O efeito tripanocida in vitro foi
avaliado contra formas tripomastigotas sanguineas e amastigotas
intracelulares de T. cruzi. Os galatos de octila, dodecila e tetradecila
reduziram em 50 a 60% a viabilidade de tripomastigotas sanguineos
(cepaY) na concentragdo de 50 pM. Entretanto, nenhum deles foi mais
ativo do que o quimioprofilatico violeta de genciana. Contrariamente,
todos os ésteres de galato foram mais ativos in vitro do que o
benzonidazol contra formas amastigotas intracelulares das cepas Y e
Colombiana, com percentuais de inibicdo (PI) variando entre 46 a 95%
na concentracdo de 3 WM. Entretanto, os galatos foram mais citotoxicos
do que o benzonidazol, sendo que somente o galato de dodecila
apresentou indice de seletividade (IS) acima de 50. O uso combinado
desse composto com o benzonidazol mostrou um efeito aditivo in vitro
contra amastigotas intracelulares. A analise ultraestrutural por MET
mostrou que o galato de dodecila induziu alteragbes morfoldgicas em
epimastigotas e em amastigotas intracelulares, com expressiva perda de
conteddo citoplasmatico e nimero de reservossomos, intumescimento da
mitocdndria, mas sem alteracdo do cinetoplasto. Ensaios de inibic¢do in
vitro com a tripanotiona redutase recombinante de T. cruzi (TcTR)
mostraram que o cido galico inibiu esta enzima (Cls, = 45,6 UM) sem
interferir na atividade da glutationa redutase (GR). Contrastando com a
potente atividade tripanocida in vitro, nenhum dos compostos suprimiu a
parasitemia e preveniu a mortalidade de camundongos em fase aguda e
cronica da tripanosomiase. Entretanto, a analise histopatol6gica mostrou
gue a maioria dos animais tratados com o acido galico ou com o galato
de dodecila apresentou tecido cardiaco integro sem focos inflamatérios.
A analise por RT-gPCR do perfil de citocinas transcritas no coracdo de
camundongos infectados com a cepa Colombiana mostrou menor taxa
de IFN-y no grupo tratado com o galato de dodecila, sugerindo uma
participacdo na imunomodulacdo do processo inflamatério. Conclui-se
que os galatos testados apresentaram um potente efeito tripanocida in
vitro e, embora ndo tenham modificado os cursos da infeccdo
experimental aguda e crbnica, podem ter uma participacdo no controle
da inflamac&o tecidual via imunomodulacéo negativa do IFN-y.
Palavras-chave: atividade tripanocida, galatos, doenca de Chagas
experimental, tripanotiona redutase.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the potential trypanocidal activity
in vitro and in vivo of gallic acid and five esters (octyl, decyl, undecyl,
dodecyl and tetradecyl gallate). The in vitro trypanocidal activity of the
compounds was evaluated against blood trypomastigotes and
intracellular amastigotes of T. cruzi. Incubation of mice infected blood
(Y strain) for 48 hours with octyl, dodecyl and tetradecyl gallates at 50
MM revealed a trypanocidal effect higher than 50%, which was,
however, lower than the trypanocidal effects exhibited by gentian violet.
In contrast, all gallate esters showed a higher in vitro activity than
benzonidazole against intracellular amastigotes of both the Y and
Colombiana strains, with percentages of inhibition (PI) ranging from 46
to 95% at 3 M. However, most of the gallic acid derivatives showed
significant cytotoxic effects, with the exception of dodecyl gallate which
presented a selectivity index (SI) higher than 50. Moreover, the use of
dodecyl gallate + benzonidazole showed also an additional in vitro
effect against intracellular amastigotes. The ultrastructural analysis by
transmission electron microscopy (TEM) showed that the treatment with
dodecyl gallate induces drastic morphological changes in both the
epimastigotes and intracellular amastigotes. This effect is characterized
by a significant loss of cytoplasmic content, reduction of the
reservosome numbers, mitochondria swelling and no Kkinetoplastic
change. In vitro assays revealed that gallic acid specifically inhibited the
T. cruzi recombinant trypanothione reductase (TCTR) (ICsp = 45.6 UM).
In contrast to the powerful trypanocidal activity in vitro, none of the
compounds were able to suppress parasitemia or prevent the mice
mortality at the acute and chronic phases of trypanosomiasis. However,
histopathological analysis showed that the most of the mice treated with
gallic acid and dodecyl gallate showed no inflammatory foci in the
heart. The RT-gPCR analysis for cytokine profile in the heart tissue of
infected mice with the Colombiana strain revealed a lower rate of IFN-y
in the group treated with dodecyl gallate, suggesting a possible role of
this compound in the immune modulation of the inflammation. We
conclude that the gallates tested showed a potent trypanocidal effect in
vitro and, although they have not changed the course of acute and
chronic experimental infection may be involved in the control of tissue
inflammation through negative immune modulation of IFN-y.
Keywords: trypanocidal activity, gallates, experimental Chagas' disease,
trypanothione reductase.
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1. INTRODUCAO

A tripanosomiase americana ou doenca de Chagas, descrita em
1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, é uma zoonose causada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A Organizacdo Mundial
de Salde (OMS) estima que 10 a 12 milhGes de individuos estejam
infectados nas Américas, desde o México até a Argentina e que 70 a 80
milhdes vivam em dreas de risco de transmissdo. Entretanto, como
enfermidade enzodtica, a doenca apresenta uma difusdo mais ampla do
que a infecgdo humana, se estendendo desde o sul dos Estados Unidos
até o sul da Argentina e Chile (BRENER, 2000; WHO, 2004; TARLETON
etal., 2007; COURA,; DIAS, 2009).

A principal forma de transmissdo do parasito se da através de
fezes e urina de insetos da subfamilia Triatominae, popularmente
conhecidos como “barbeiros”. Embora cerca de 80% dos casos de
transmissdo sejam de origem vetorial, a infeccdo pode também ocorrer
através de transfusdo sanguinea (5% a 20%), por via placentéaria (0,5% a
8%) e esporadicamente, por transplantes de 6rgdos, por acidentes em
laboratério ou por contaminacdo oral (BRENER, 2000; PRATA, 2001). Em
2005, o Estado de Santa Catarina, indene para a doenca de Chagas
humana, sofreu um surto agudo desta parasitose, através da
contaminacéo oral por ingestdo de caldo de cana (STEINDEL et al., 2005;
2008).

No ano 2000, o Brasil foi considerado livre da transmissao
vetorial da doenca de Chagas gragas a uma longa campanha de combate
quimico aos triatomineos domiciliados, iniciada a partir da década de 70
(OPAS, 2000). Entretanto, estima-se que no Brasil ainda existam cerca de
3-6 milhGes de pessoas infectadas pelo T. cruzi, das quais, 300.000 estdo
concentradas no Estado de Sdo Paulo (BRENER, 2000; PRATA, 2001).
Conforme inquérito soroldgico, as maiores prevaléncias ocorrem nos
Estados do Rio Grande do Sul (8,8%), Minas Gerais (8,8%) e Goias
(7,4%) (RASSI; RASSI JR., 2008). Além disso, o Ministério da Salde
registrou no periodo de 2001 a 2006, 2.476 casos agudos de doenca de
Chagas, dos quais 1.603 foram por transmissdo vetorial, 16
transfusional, sete transplacentarios e 850 casos sem a forma de
transmissdo identificada (LANNES-VIEIRA et al., 2009). A migracdo
humana também vem contribuindo para a expansdo da doenca de
Chagas para regibes ndo endémicas, sendo que milhares de casos ja
foram registrados nos Estados Unidos, Canada, Japdo e Australia
(COURA; VINAS, 2010). A manutencdo de casos novos somado ao
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desafio lancado ao LAFEPE (Laboratdrio Farmacéutico do Estado de
Pernambuco) de desenvolver até o final deste ano uma formulagdo
infantil do farmaco benzonidazol, mostram que a doenca de Chagas
continua sendo um problema médico-social no Brasil e na maioria dos
demais paises latino-americanos.

Além da marginalizacdo do paciente chagasico, a doenga é uma
das principais causas de morte stbita. Devido ao seu curso lento e
crénico, as vezes associado a elevados graus de morbidade, geralmente a
doenga acomete o individuo em sua fase mais produtiva, acarretando
também em aposentadorias precoces. Uma estimativa feita no Brasil, em
1987, mostrou que a perda de horas de trabalho por absenteismo de
75.000 trabalhadores chagasicos representou um custo de US$ 625
milhdes por ano. Além disso, 0s gastos com marcapassos e cirurgia para
as megavisceras foram da ordem de US$ 250 milh&es. Esses custos ndo
incluiam as consultas médicas, a assisténcia e o tratamento de suporte
dos pacientes chagasicos crbnicos, que atingiam US$ 1.000
anuais/paciente (OPAS, 2000).

Uma das razdes por tdo elevado énus é a falta de medicamentos
eficazes. Para o tratamento da doenca de Chagas, o Unico farmaco
disponivel no Brasil é o benzonidazol (Rochagan®), o qual apresenta
baixa ou quase nenhuma eficacia na fase crbnica da doenca, causa
efeitos colaterais significativos e indices de cura inferiores a 10%
(URBINA; DOCAMPO, 2003). Devido ao carater silencioso e cronico da
doenca, a grande maioria dos pacientes tem o diagndstico confirmatdrio
somente anos apo6s a infeccdo, o que inviabiliza o tratamento desta
doenca com o medicamento atualmente disponivel.

Diante disto, a OMS vem incentivando estudos que possam
apontar novas alternativas para o tratamento desta e outras zoonoses.
Entre os varios farmacos atualmente disponiveis para o tratamento de
doencas parasitarias, diversos deles foram extraidos de plantas ou
sintetizados a partir de protétipos vegetais. Da mesma forma, inimeras
novas moléculas vém sendo testadas em ensaios pré-clinicos (in vitro e
in vivo) ou mesmo clinicos, surgindo como promessas para 0S
medicamentos do futuro (FRAYHA et al., 1997; URBINA et al., 1998,
2003a,b; TEMPONE et al., 2007).

Embora muitos compostos sejam eficazes e mostrem bons
resultados nos ensaios in vitro, a grande maioria ndo atinge a fase dos
ensaios in vivo. Um dos principais obstaculos € a dificuldade de se obter
grandes quantidades do composto ativo, sobretudo quando este precisa
ser purificado a partir de extratos naturais. Neste sentido, ter uma
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molécula protétipo, que possa ser quimicamente modificada, permite a
sintese em grande escala de diversos derivados, proporcionando a
continuidade dos ensaios antiparasitarios até os estudos in vivo, 0s quais
sd0 pré-requisitos essenciais para alcancar a fase clinica.

Neste contexto, o Laboratério de Protozoologia (MIP/CCB) e 0
Laboratério de Sintese e Atividade (QMC/CFM) da Universidade
Federal de Santa Catarina vém realizando uma ampla triagem de
compostos naturais e sintéticos com potencial antiparasitario. Entre os
resultados mais promissores estdo aqueles obtidos com alguns derivados
do é&cido galico (ALBINO, 2005), 0s quais mostraram expressiva
atividade tripanocida in vitro em concentragdes ndo tdxicas para a célula
hospedeira. Alguns destes compostos foram mais potentes e eficazes que
0 benzonidazol (Rochagan®), farmaco utilizado clinicamente para o
tratamento da doenca de Chagas. Estes derivados do acido galico sdo
relativamente pequenos e, portanto, facilmente sintetizados e
modificados quimicamente, sendo que alguns deles estdo disponiveis
comercialmente. Os resultados prévios com estes compostos, somado ao
fato da necessidade de novas alternativas terapéuticas para a doenga de
Chagas, motivaram a continuidade dos estudos sobre o potencial
terapéutico tripanocida destes compostos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O uso de compostos naturais

Desde a antiguidade as plantas vém sendo utilizadas pelo
homem na busca da restauracéo de sua satde. O mais antigo registro € o
Papiro Egipcio de Ebers, datado de aproximadamente 1.550 a.C., onde
estdo documentadas a preparagdo e aplicacdo de cerca de 700 remédios,
incluindo o dpio. Hipdcrates, no final do século V a.C., descreveu 300 a
400 espécies vegetais com propriedades medicinais (SCHULTES, 1978;
RATES, 2000) e na Biblia pode-se encontrar cerca de 30 descri¢Bes de
plantas com poder de cura. Portanto, historicamente esta pratica milenar
se encontra nas mais diversas culturas e civilizagbes do mundo
(COWAN, 1999).

Com a revolucdo industrial, os compostos de origem vegetal
reafirmaram sua importancia, pois passaram a representar uma
alternativa vidvel para a obtencdo de moléculas protétipos, passiveis de
sintese quimica e comprovacdo cientifica de seus efeitos
farmacoldgicos.

Segundo a OMS, dos 252 farmacos considerados basicos e
essenciais 11% sdo exclusivamente de origem vegetal. Considerando
todos os farmacos antineoplasicos, antiparasitarios, antibacterianos e
antivirais disponiveis no mercado, aproximadamente 60% séo de origem
natural (SHU, 1998). Além disso, um significativo nimero de compostos
sintéticos, atualmente em uso, foi obtido a partir de moléculas
precursoras naturais (WHO, 1998), as quais apresentam amplo espectro
de atividades farmacologicas, tais como: tranquilizante, analgésica,
antiinflamatdria, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida,
inseticida, entre outras (RATES, 2000).

Embora a triagem de amostras oriundas de fontes naturais tenha
levado a descoberta de muitos farmacos utilizados clinicamente para o
tratamento de varias doengas humanas, novos medicamentos precisam
ser urgentemente desenvolvidos para combater fibrose cistica, mal de
Alzheimer, acidente vascular cerebral, AIDS e parasitoses tais como
maléria, leishmanioses, tripanosomiases, entre outras (RATES, 2000;
RENSLO; Mc.KERROW, 2006).

Em 1640, o uso do pé da quina extraida de Cinchona succirubra
(Rubiaceae) e o posterior desenvolvimento de um antimalarico a partir
do quinino, foram um marco na historia do uso de um produto natural
com finalidades terapéuticas. A literatura relata a investigacdo da
atividade antiparasitaria em uma extensa variedade de extratos naturais,
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cujas pesquisas levaram ao desenvolvimento de alguns medicamentos
antiparasitarios como o0s antimoniais (estibogluconato de sédio), a
diamidina (pentamidina) e o nitroheterociclico (metronidazol) (KAYSER
et al., 2003; RENSLO; Mc.KERROW, 2006).

Contudo, a disponibilidade de novos agentes quimioterapicos
para o tratamento das doencas infecto-parasitarias ainda é incipiente.
Uma revisdo da literatura mostra que das 1.556 novas moléculas ativas
desenvolvidas entre os anos de 1975 a 2004, somente 21 (cerca de 1%)
foram para o tratamento de doencas tropicais, das quais oito para
maléria, trés para tuberculose e somente dez para todo o restante do
contingente de doengas negligenciadas (WATKINS, 2003; BOUTAYEB,
2007).

A maioria dos medicamentos antiprotozoarios disponiveis vem
sendo usada clinicamente ha muitos anos pela simples razdo de ndo
terem surgido melhores opgfes. Além disso, varios quimioterapicos
atualmente disponiveis sdo frequentemente tdxicos nas doses
terapéuticas e, em muitos casos, levam ao surgimento de parasitos
resistentes (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1999; BRENER, 2000; REDDY et
al., 2008). Em virtude das altas taxas de prevaléncia na populacdo e a
baixa eficacia dos medicamentos atualmente disponiveis, a OMS
incentiva a pesquisa e o desenvolvimento de novas moléculas ativas
destinadas ao tratamento de diversas parasitoses e doengas
negligenciadas, como a doenca de Chagas.

2.2 O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanosomiase americana, descrita por
Carlos Chagas em 1909, é uma doenca infecciosa, tendo como agente
etiolégico o Trypanosoma cruzi, parasito pertencente a familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Esta ordem se caracteriza pela
presenca de flagelo livre e de uma mitocondria modificada contendo
uma organela rica em DNA extranuclear (kDNA) denominado
cinetoplasto (BRENER, 2000).

O T. cruzi possui um ciclo biolégico complexo, envolvendo
pelo menos trés formas evolutivas distintas em dois hospedeiros
diferentes: um invertebrado (triatomineos) e um vertebrado (mamiferos),
incluindo diversos mamiferos silvestres e domésticos, bem como o
homem. Durante o hematofagismo dos insetos da subfamilia
Triatominae, ocorre a ingestdo de formas tripomastigotas do parasito
presentes na circulacdo do hospedeiro mamifero. No trato digestivo do
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inseto, 0 parasito assume uma forma epimastigota e, apds sucessivas
divisdes binarias, diferencia-se em tripomastigotas metaciclicas. Estas
formas sdo eliminadas junto com as fezes e urina do triatomineo durante
um novo repasto sanguineo e sdo infectantes para 0s hospedeiros
vertebrados. Estas formas tripomastigotas metaciclicas penetram pelo
local da picada ou por qualquer solucdo de continuidade, invadem
diversos tipos celulares e realizam seu ciclo intracelular, sob a forma
amastigota. Ap6s um periodo de trés a quatro dias, precedendo o
rompimento da célula parasitada, os amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas, que sdo liberados ao meio extracelular, podendo migrar
para a circulacdo sanguinea e serem ingeridos pelo inseto vetor ou
recomecar novo ciclo intracelular (BRENER, 2000). Dependendo de
caracteristicas bioquimicas e moleculares, o parasito pode mostrar
tropismo preferencial por células cardiacas, digestivas ou musculares
(ANDRADE et al., 1999).

Embora cerca de 80% dos casos de transmissao seja de origem
vetorial, a infeccdo pode também veicular através de transfusdo
sanguinea (5% a 20%), por via placentaria (0,5% a 8%) e
esporadicamente, por transplantes de Orgdos, por acidentes em
laboratério ou pela contaminacdo oral (BRENER, 2000; PRATA, 2001).
Registros recentes de surtos de doenca de Chagas aguda pela via de
contaminac&o oral tém ocorrido em diferentes Estados brasileiros, assim
como em outros paises da América do Sul (STEINDEL et al., 2005; 2008,
PINTO et al., 2008; BELTRAO et al., 2009, ALARCON DE NOYA et al.,
2010).

T. cruzi € um taxon composto por subpopulacdes de origem
clonal, mas geneticamente muito diversificadas. Diferentes cepas ou
isolados deste parasito apresentam marcante variabilidade, com
diferentes taxas de multiplicacdo, tropismo tecidual e suscetibilidade ao
tratamento quimioterapico (ZINGALES et al., 1999, MACEDO et al., 2002).
No final da década de 1970, a caracterizacdo de diferentes cepas de T.
cruzi através do perfil eletroforético de isoenzimas (zimodemas),
revelou diferencas entre os zimodemas de parasitos isolados do ciclo de
transmissdo domeéstico (Z2) e silvestre (Z1/Z3) (MILES et al., 1978,
ROMANHA, 1982). O refinamento desta classificacdo (TIBAYRENC;
AYALA, 1987), 0 uso de sondas para sequéncias do RNA ribossomal
24Sa. e regido altamente conservada do gene do mini-exon (SOUTO;
ZINGALES, 1993; SOUTO et al., 1996) estabeleceram que o taxon T. cruzi
foi derivado de duas linhagens filogenéticas ancestrais, as quais
divergiram entre 10-40 milhdes de anos atras (BRIONES et al., 1999).
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Atualmente os zimodemas Z1 e Z2 séo referidos como Tcl e Tcll, 0s
quais circulam predominantemente nos ciclos silvestre e doméstico,
respectivamente. Posteriormente, Brisse e colaboradores (2000),
utilizando diversos marcadores moleculares, mostraram que 0 grupo
Tcll pode ser subclassificado em 5 grupos, denominados de lla a lle.
Posteriormente, uma terceira linhagem ancestral (Tclll) também foi
caracterizada (DE FREITAS et al., 2006). Recentemente, foi proposta uma
revisdo da nomenclatura, onde cada subgrupo passou a ser classificado
como um grupo independente, referido como DTU (Discrete Typing
Unit) (TIBAYRENC, 1998; ZINGALES et al., 2009). Os grupos Tcl e Tcllb
correspondem, respectivamente, aos grupos Tcl e Tcll originalmente
recomendados durante o Simpdsio Internacional Comemorativo da
Descoberta da Doenca de Chagas. Propde-se ainda que os subgrupos
Tclla, Tcllc, Tclld e Tclle sejam denominados TclV, Tclll, TcV e TcVI
respectivamente (ZINGALES et al., 2009). Esta elevada heterogeneidade
contribui para a complexidade bioldgica, epidemiolégica e clinica da
doenca de Chagas.

A doenca de Chagas apresenta um curso clinico de evolugéo
lenta e cronica. Alguns dias apds a infeccdo ocorre a fase inicial aguda,
na qual formas tripomastigotas podem ser detectadas pelo exame direto
do sangue. As manifestacdes clinicas sdo variaveis, compreendendo um
quadro febril passageiro e inespecifico, linfoadenopatia, esplenomegalia
branda e, mais raramente, uma intensa miocardite (cerca de 10% dos
casos). A maioria dos casos ndo tratados evolui para a forma crénica
indeterminada, a qual consiste na presenca da infecgdo, comprovada por
testes sorologicos efou parasitologicos indiretos (hemocultura,
xenodiagnostico) e sem sintomatologia clinica associada. Os pacientes
que apresentam a forma indeterminada da doenga possuem baixa
morbidade e excelente progndstico (PRATA, 2001, COURA; BORGES-
PEREIRA, 2010).

Contudo, a infeccdo pode também evoluir para as formas
cronicas graves, as quais causam cerca de 45.000 mortes por ano
(PRATA, 2001, WHO, 2002). Estas sdo caracterizadas pelo
comprometimento cardiaco (miocardiopatia chagésica) em 20-30% dos
casos, ou digestivo (megaes6fago e magacdlon) em aproximadamente
10% dos pacientes. Casos de reativacdo da doenca de Chagas sdo
relatados em individuos imunossuprimidos, nos quais ocorre o
comprometimento do sistema nervoso central. Desta forma, a
tripanosomiase americana é atualmente reconhecida como uma doenca
oportunista (PRATA, 2001; VAIDIAN et al., 2004).



2.3 Imunopatogénese da doenca de Chagas

Basicamente sdo trés os processos patoldgicos basicos que o
parasito induz nos vertebrados: a resposta inflamatoria, as lesGes
celulares e a fibrose. Estes processos podem ocorrer em diversos 6rgaos
e tecidos dos vertebrados, aparecendo com maior frequéncia e
intensidade no coracao, tubo digestivo e sistema nervoso.

Nas fases iniciais da primo-infecgdo, imediatamente ap6s a
inoculacdo, o parasito penetra preferencialmente em fibroblastos e
macrdfagos, ai permanecendo por 3 a 5 dias, em processo de
multiplicacdo. Ao final deste periodo, a célula se rompe ou inicia sua
degeneracdo, assim como também ocorre a degeneracdo de alguns
parasitos antes de se completar o ciclo replicativo. Os tripomastigotas
resultantes estardo viaveis e irdo para a corrente circulatéria, logo
invadindo células vizinhas, reiniciando o ciclo de multiplicacdo
intraceluar. Entrementes, das células recém-rompidas serdo langados no
intersticio muito restos celulares e parasitos mortos (que ndo
conseguiram se diferenciar), elementos estes que irdo desencadear a
resposta inflamatdria focal inicial. Com a repeticdo sucessiva do ciclo,
geralmente em grande intensidade durante a fase aguda, aumentam
progressivamente os focos inflamatorios, sendo maiores as repercussoes
anatémicas e clinicas no miocardio e no sistema nervoso. Nos quadros
mais graves, estes focos se ampliam e confluem, tomando aspecto
difuso. Predominam no processo inflamatério agudo os fendmenos
vasculares, exsudativos e necrético-degenerativos, sendo o exsudato
celular formado principamente por macréfagos e linfocitos (DIAS;
MACEDO, 2005; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

Com o advento da fase cronica, o parasitismo declina
significativamente e surge uma franca desproporgdo entre o0 nimero de
parasitos nos tecidos e a resposta inflamatéria. Embora o ciclo
parasitario tenha continuidade na fase crnica, com repetidas reinvastes
celulares, este fendbmeno ocorre em uma intensidade muito menor, em
razdo da repressdo que as defesas do hospedeiro passam a exercer sobre
o T. cruzi. As lesdes celulares ocorrem em diferentes intensidades, desde
alteragbes minimas e reversiveis até necroses extensas e avangado
processo fibrético devidas & acdo direta do parasito e/ou a outros
mecanismos, como a acao citotoxica de células CD8+ e a acdo direta de
células CD4+, podendo estas células estarem parasitadas ou ndo (DIAS;
MACEDO, 2005; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

Diversos estudos apontam para a participacdo de diferentes
citocinas no controle da replicacdo do T. cruzi e no desencadeamento de
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processos inflamatdrios. Durante a fase aguda da doenca de Chagas
ocorre uma sintese sistémica de citocinas pré-inflamatérias (IFN-y,
TNF-a, IL-12) que s80 responsaveis por ativar componentes da
imunidade inata, como células NK e macrofagos (ORTIZ-ORTIZ et al.,
1976; LIEKE et al., 2006). A fun¢do protetora das células NK esta ligada a
producdo de IFN-y e ativacdo de macrofagos (GAZINELLI et al.,, 1992,
CARDILLO et al., 1996). Dessa forma, macréfagos ativados por IFN-y e
TNF-o sdo capazes de destruir os parasitos (GAZZINELLI et al., 1992;
SILVA et al., 1998) através de enzimas proteoliticas nos fagolisossomos e
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), principalmente 6xido
nitrico (NO), pela acdo da enzima éxido nitrico sintetase induzida
(iNOS), responsavel por catalisar a conversdo da L-arginina e L-
citrulina em NO (MURAD, 1994).

Desta forma, a resposta imune gerada contra o T. cruzi na fase
aguda, com infiltracdo de células T e macrdfagos no coragdo parece ser
essencial para o controle da replicagdo do parasito, visto que
camundongos depletados destes tipos celulares apresentaram
parasitismo cardiaco e miocardite exacerbados (TARLETON et al., 1994,
TARLETON, 2007). Portanto, a resposta imune gerada contra 0 parasito
na fase aguda, exerce um importante papel na reducdo da carga
parasitaria sanguinea e tecidual, permitindo a cronicidade da infecéo.

Embora ndo seja esterilizante esta resposta auxilia a manter um
equilibrio entre parasito e hospedeiro que pode perdurar por toda a vida
do paciente (BRENER; GAZZINELLI, 1997). Entretanto, a inflamagéo
continua no tecido cardiaco resulta na patologia caracteristica da doenga
de Chagas, a qual esté relacionada com lesdes inflamatorias, ativacéo
policlonal de linfécitos T e B e hipergamaglobulinemia (ZHANG;
TARLETON, 1996; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010). A despeito da
vasta literatura sobre a resposta imunoldgica envolvida no controle da
infeccdo e da inflamagdo, o0s mecanismos envolvidos na
imunomodulacdo ainda ndo sdo totalmente esclarecidos. Alguns estudos
mostram uma correlagdo positiva entre a intensidade da infeccéo durante
a fase aguda da doenca com a severidade cardiaca observada na fase
crénica (TEIXEIRA et al., 2001). Por outro lado, estudos de Hunter e
colaboradores (1997) mostraram que camundongos deficientes na
producdo da citocina IL-10, apesar de serem capazes de controlar os
niveis de parasitemia, apresentaram intensa resposta pré-inflamatéria e
miocardite e elevadas taxas de mortalidade. Desta forma, a IL-10 parece
ser uma citocina envolvida na prevencdo do dano tecidual provocado
pela superproducdo de IFN-y e IL-12 por células T ativadas,
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desempenhando um importante papel imunomodulador na infe¢do pelo
T. cruzi (HUNTER et al., 1997; SILVA et al., 1998, ANTUNEZ; CARDONI,
2000; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

2.4 Tratamento etiol6gico da doenca de Chagas

A tripanosomiase americana, apesar de ser um problema de
salde publica e ter sido descrita ha um século, ainda néo dispde de um
tratamento satisfatério. H4 somente dois farmacos nitro-heterociclicos,
que s&o o nitrofurano nifurtimox (Lampit®), com uso clinico introduzido
em 1965, mas com producdo interrompida; e o0 2-nitroimidazol
benzonidazol (Rochagan®), introduzido empiricamente em 1971
(CROFT, 1997; URBINA; DOCAMPO, 2003) e utilizado no Brasil.

Estudos sobre a acdo do nifurtimox mostraram que, na sua
metabolizacdo, sdo produzidas espécies reativas de oxigénio, as quais
sdo acumuladas pelo T. cruzi, ocasionando danos na membrana e no
DNA do parasito (MAYA et al., 2007). Embora eficaz na fase aguda, este
farmaco ndo possui atividade na fase crénica e provoca severos efeitos
colaterais. Atualmente sua producdo foi suspensa, sendo que o Unico
farmaco disponivel para o tratamento da doenca de Chagas é o
benzonidazol (Rochagan®) (URBINA; DOCAMPO, 2003; TARLETON et
al., 2007).

O benzonidazol é um derivado imidazélico, que também atua
através da formacdo de radicais livres e/ou principalmente, por
metabodlitos eletrofilicos. O grupo nitro é reduzido a amina por
nitroredutases relacionadas ao citocromo P450 de T. cruzi. Estes
metabdlitos eletrofilicos, muito mais do que a producdo de radicais
livres, parecem estar envolvido no efeito tripanocida do benzonidazol
através de ligagdes covalentes com vérias macromoléculas (MAYA et al.,
2007). Além disso, j& foi demonstrado que o benzonidazol pode também
inibir a NADH-fumarato redutase (ausente na célula hospedeira),
responsavel pela conversdo de fumarato a succinato, interferindo assim,
na cadeia respiratdria do T. cruzi (TURRENS et al., 1996). Embora efetivo
na fase aguda, este medicamento, tal como o nifurtimox, também
apresenta baixa eficacia na fase cronica, estdgio onde se encontra a
maioria dos pacientes chagasicos (URBINA; DOCAMPO, 2003;
TARLETON et al., 2007). Além disso, requer longo tratamento oral (30 a
60 dias) e produz efeitos colaterais significativos tais como: cefaléias,
tonturas, anorexia, vOmitos, dermatites, leucopenia e polineuropatia
periférica (BRENER, 2000; URBINA; DOCAMPO, 2003).
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A baixa taxa de cura em pacientes chagasicos na fase crénica
pode estar associada a caracteristicas bioldgicas do parasito, o baixo
namero de parasitos circulantes, além de outros fatores como a auto-
imunidade, na qual se observa uma persistente inflamagdo mesmo na
auséncia do parasito no tecido (LEON; ENGMAN, 2001). Além disso, a
resisténcia natural do T. cruzi aos derivados nitroheterociclicos também
ja foi demonstrada (FILARDI; BRENER, 1987; MURTA et al., 1998). Desta
forma, o aparecimento de resisténcia torna imprescindivel a busca de
novas moléculas ou protdtipos para o tratamento da enfermidade
(SOEIRO; DE CASTRO, 2009).

2.5 Atividade antiparasitaria experimental

E notdrio que uma das principais fontes para o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas provém da natureza. O isolamento, a
caracterizacdo e a avaliacdo do potencial farmacol6gico de compostos
naturais fornecem importantes prot6tipos para a sintese quimica, cujas
modificacBes estruturais podem, potencialmente, aumentar seus indices
terapéuticos (TEMPONE et al., 2007).

Inmeros estudos de atividade antiparasitaria de compostos
provenientes de diversas fontes naturais tém sido realizados em
diferentes modelos experimentais (KAYSER et al., 2003; PIZZOLATTI et
al., 2003; TONA et al., 2004; SALEM; WERBOVETZ, 2005). A atividade
antiparasitaria, inclusive contra T. cruzi, ja foi descrita para produtos
originados de secrecdo cutdnea de anfibios, venenos de serpentes e
organismos marinhos (revisto por TEMPONE et al., 2007). Entretanto,
indubitavelmente, o maior nimero de moléculas naturais estudadas é
proveniente de plantas. Alguns desses compostos tém apresentado
expressiva atividade antiparasitaria e podem ser considerados como
moléculas prototipo para o desenvolvimento de novos agentes
tripanocidas.

Diferentes estudos tém mostrado que espécies vegetais da
familia Rutaceae contém muitos metabdlitos secundarios, tais como
alcaléides, cumarinas e lignanas, as quais apresentam um largo espectro
de atividades bioldgicas, inclusive uma antiparasitéria in vitro contra T.
cruzi (MAFEZOLI et al., 2000).

Trabalhos anteriores do nosso grupo, avaliando o potencial
triapanocida in vitro de 13 plantas nativas da Floresta Atlantica,
observaram que 78,5% das fracGes apresentaram atividade contra as
formas de cultura do parasito, sendo que compostos de Polygala
sabulosa e P. paniculata também causaram expressivas taxas de
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mortalidade de tripomastigotas sanguineos (PIZZOLATTI et al., 2003).
Posteriormente, Pizzolatti e colaboradores (2008) mostraram que a 6-
metoxi-7-preniloxicumarina, isolada das fragdes ativas (diclorometano e
acetato de etila) de P. sabulosa, mostrou atividade in vitro contra todas
as formas evolutivas do T. cruzi.

Recentemente, Tempone e colaboradores (2007), em uma ampla
revisdo, mostraram que diversos terpenos, sobretudo triterpenos
(derivados dos 4cidos ursélico e oleandico), iridois, alcalides e,
sobretudo, polifendis apresentam consideravel atividade tripanocida in
vitro.

Embora a literatura apresente uma ampla lista de estudos,
envolvendo compostos naturais e sintéticos com promissora atividade
tripanocida, o surgimento de um farmaco aprovado em todos o0s testes
clinicos ainda ndo é uma realidade (SOEIRO et al., 2009). Uma das
limitagOes para avaliar a eficacia de produtos naturais in vivo é o fato de
estes compostos serem, em geral, metabdlitos secundarios, normalmente
presentes em pequenas quantidades, tornando o processo de isolamento
e purificacdo bastante laborioso. Além disso, frequentemente estes
compostos possuem estruturas quimicas complexas, ocasionando muitas
vezes a perda significativa da atividade biol6gica apés sua purificacdo
(STROHL, 2000).

Face a essa problematica, a maioria dos estudos pré-clinicos (in
vivo) e clinicos, os quais requerem grande quantidade dos compostos, é
realizada com produtos sintéticos, normalmente derivados de uma
molécula prot6tipo obtida da natureza, ou com farmacos ja instituidos
para o tratamento de outras etiologias.

Soeiro e colaboradores (2009) em uma ampla revisdo sobre 0s
avancos na quimioterapia experimental da doenga de Chagas destacam
alguns compostos com atividade in vitro e in vivo, entre eles algumas
diaminas e furamidinas, especialmente seu analogo contendo um
substituinte  N-fenil (DB569), assim como alguns derivados de
naftoquinonas. Estudos in vivo utilizando um alcaléide (canthin-6-one)
isolado de Zanthoxilum chiloperone (Rutaceae), uma planta medicinal
do Paraguai, mostraram que este composto reduziu a parasitemia e
elevou a taxa de sobrevivéncia de camundongos em fase aguda e, em
menor grau, na fase crénica (FERREIRA et al., 2007).

Contudo, os resultados mais promissores descritos para a
doenca de Chagas experimental vém sendo obtidos com diversos
derivados de triazéis, tais como o posaconazol e o bis-triazol D0870
(MOLINA et al., 2000a,b), 0 ravuconazol (URBINA et al., 2003a,b), entre
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outros. Estes farmacos apresentaram eficacia tripanocida in vivo, com
taxas de cura parasitologica variando entre 60 a 100%, dependendo da
cepa de T. cruzi e da fase da infec¢cdo murina. Além disso, Benaim e
colaboradores (2006) mostraram um efeito sinérgico in vitro e in vivo
entre 0 posaconazol e a amiodarona, um antiarritmico normalmente
utilizado para o tratamento sintomatoldgico da cardiopatia chagasica.

A despeito da vasta literatura sobre moléculas naturais e
sintéticas com atividade tripanocida in vitro e, em menor quantidade, in
vivo, pouco ou nenhum avanco se fez em relacdo a ensaios clinicos. O
uso dos farmacos azdlicos, embora muito promissores nos ensaios pré-
clinicos e com relativo sucesso no tratamento de casos isolados ou nos
testes em fase | e I, tem se mostrado inviavel devido a dificuldade de
sintese e custo elevado. Segundo relatos do Dr. Urbina, o requerimento
de um tratamento prolongado e, frequentemente associado a tratamento
de suporte, poderia custar milhares de délares nos EUA (CLAYTON,
2010a). O custo hospitalar do tratamento completo com posaconazol de
uma paciente chagasica portadora de lUpus erimatoso sistémico em
Barcelona foi estimado em aproximadamente € 8.000 (URBINA, 2009;
PINAZO et al., 2010; CLAYTON, 2010a).

Desta forma, continua havendo um urgente apelo pela busca por
novas moléculas que relnam caracteristicas como: eficacia nas fases
aguda e cronica da infecgdo pelo T. cruzi, baixa toxidade e menor custo
de producdo. Recentemente, nosso grupo obteve resultados muito
animadores avaliando a atividade antiparasitaria in vitro de diferentes
compostos fendlicos, sobretudo derivados do &cido gélico (ALBINO,
2005). Estes compostos, de origem vegetal, sdo excelentes prototipos,
pois possuem estrutura quimica simples e de facil manipulacéo,
viabilizando a obtencdo de quantidades razodveis, imprescindiveis para
0 tratamento da doenca de Chagas experimental. Além disso, 0s
compostos fendlicos sdo amplamente estudados e apresentam diversas
atividades bioldgicas e farmacolégicas como antiviral, antibidtica,
antifingica, anti-inflamatéria, antioxidativa, apoptotica seletiva de
células cancerigenas, entre outras (CHUNG et al.,, 1998; KUBO et al.,
2002a,b; TAGURI et al.; 2004; SAVI et al., 2005; SHIBATA et al., 2005;
CHAVEZ et al., 2006; KRATZ et al., 2008).
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2.6 Polifendis

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios encontrados em uma
grande variedade de plantas, como por exemplo, Camellia sinensis
(Theaceae), Geranium thunbergii (Geraniaceae), Theobroma cacao
(Malvaceae), Paeonia lactiflora (Paeoniaceae), entre outras. Os taninos
representam uma ampla classe de polifendis complexos, compreendendo
tanto os taninos hidrolisdveis como os taninos condensados. Os taninos
hidrolisaveis possuem como nucleo central um carboidrato, ligado a
grupos hidroxilas esterificados com os elagitaninos, cuja hidrélise
produz o &cido hexahidroxidifenéico, e com os galotaninos, cuja
hidrélise produz o acido galico (ZHU et al., 1997; CHUNG et al., 1998;
OW; STUPANS, 2003).

O acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzdico) e seus
derivados, como os ésteres n-alquil, sdo abundantemente encontrados
em frutas e plantas, sendo um dos principais componentes fendlicos
presentes nos chas preto e verde. Os ésteres do acido galico sao
amplamente utilizados como antioxidantes em alimentos, cosméticos e
na industria farmacéutica. Além disso, o acido galico é empregado como
fonte para o desenvolvimento de corantes e tintas (OW; STUPANS, 2003).
Diversos estudos mostram que estes compostos possuem também
propriedades farmacol6gicas, tais como anticancerigena (LIN; LIANG,
2000), antimutagénica (CHEN; CHUNG, 2000), antifungica (STRIPPOLI et
al., 2000; KUBO et al., 2001; FUJITA; KUBO, 2002), antibacteriana (KUBO et
al. 2004), antiviral (CHAVEZ et al., 2006; KRATZ et al., 2008) e anti-
inflamatoria (LEE et al., 2007), entre outras.

Embora a literatura ndo seja tdo vasta em relacdo ao uso dos
galatos em modelos animais, ha um consideravel interesse nos seus
efeitos in vivo, uma vez que estes compostos sdo amplamente
comercializados e, inclusive incorporados em alimentos. Hsu e Yen
(2007) ao avaliarem o efeito do uso oral do acido galico em um modelo
murino de obesidade induzida, observaram a diminuicdo do peso e da
esteatose hepatica, a melhora nos parametros séricos (colesterol total,
LDL, insulina e leptina) e a diminuicdo do estresse oxidativo. Em uma
compilacéo da literatura, Yin-Yin Ow e leva Stupans discutiram o efeito
in vitro e in vivo do acido galico e seus derivados sobre as enzimas
metabolizadoras de drogas. Nessa revisdo, 0s autores mostraram que 0s
ésteres de galato, quando ingeridos, sdo hidrolisados a acido gélico e
metabolizados no figado, onde podem inibir as enzimas do complexo
citocromo P450 (CYP450) (OW; STUPANS, 2003).
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Embora diferentes trabalhos ja tenham evidenciado o potencial
antiparasitario de diversos polifendis naturais ou modificados, estudos
relacionados ao &cido galico e seus derivados ainda sdo incipientes e
limitados a estudos in vitro. Koide e colaboradores (1998) observaram
atividade in vitro do acido gélico e de alguns de seus derivados contra
Trypanosoma brucei brucei. Posteriormente, 0 mesmo grupo de
pesquisa sugeriu que o acido galico atua como um pré-oxidante e que a
formacdo dos intermediarios reativos de oxigénio pode estar envolvida
no mecanismo de acdo deste composto sobre T. brucei brucei (NOSE et
al., 1998). Kiderlen e colaboradores (2001), ao avaliarem a atividade
leishmanicida de 28 polifendis, verificaram que 25 deles foram ativos
contra formas intracelulares de Leishmania donovani.

Albino (2005) avaliou a atividade tipanosomicida in vitro de 28
compostos derivados do acido galico e observou que quatro ésteres de
galato (galatos de decila, undecila, dodecila e tetradecila) foram ativos
contra epimastigotas, tripomastigotas sanguineos e amastigotas
intracelulares da cepa Y de T. cruzi, cujas Clsy foram semelhantes ou
menores que a do benzonidazol. Efeitos de citotoxicidade celular in vitro
foram observados somente em concentragBes superiores aos valores de
Clso. Estes resultados, em conjunto com aqueles descritos na literatura,
sugerem que os ésteres de galato podem ser compostos promissores para
a quimioterapia ou quimioprofilaxia da doenca de Chagas e que seu
potencial quimioterapéutico precisa ser também investigado em modelos
experimentais in vivo.

2.7 Alvos terapéuticos

Tradicionalmente, o estudo de compostos com atividade
antiparasitaria envolve testes aleatorios com substancias naturais ou
sintéticas, sendo que a maioria dos farmacos instituidos foi desenvolvida
empiricamente.

Desta forma, o desenvolvimento racional de novos farmacos
para o tratamento da doenga de Chagas depende da identificagdo das
diferencas do metabolismo humano e do parasito (DOCAMPO, 2001). Os
avancos dos conhecimentos bioquimicos, moleculares, fisiologicos e o
entendimento do ciclo de vida dos parasitos no homem permitem que,
atualmente, o planejamento de farmacos possa ser feito de maneira
racional, com énfase no mecanismo de acéo, atingindo alvos especificos
e essenciais dos parasitos (FRAYHA et al., 1997, WANG, 1997,
DOCAMPO, 2001; SOEIRO; DE CASTRO, 2009). Além disso, a descricao
completa do genoma de T. cruzi revelou centenas de genes novos, cujos
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potenciais alvos terapéuticos vém sendo identificados e reunidos em um
banco de dados organizado pelo Programa Especial para Pesquisa e
Treinamento em Doencas Tropicais, TDR (www.tdrtargets.org).

Neste contexto, a tripanotiona redutase (TR, EC 1.8.1.12) é uma
das enzimas que tem despertado grande interesse e ja é reconhecida
como um alvo validado para o desenho racional de farmacos para o
tratamento da doenca de Chagas e leishmanioses (WANG, 1997;
SCHMIDT; KRAUTH-SIEGEL, 2002; CHIBALE; MUSONDA, 2003). Esta
enzima, descrita em 1985, ocorre exclusivamente em tripanosomatideos
e desempenha um importante papel na defesa antioxidante destes
parasitos (FAIRLAMB et al., 1985). A TR é uma oxirredutase dependente
de NADPH e catalisa a reducdo da tripanotiona dissulfeto [T(S),] em
tripanotiona ditiol [T(SH),], desencadeando assim, uma cascata de
eventos responsaveis pela neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio
(Figura 1). Desta forma, a TR mantém um ambiente redutor no interior
do parasito, protegendo-o do estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2008). A
funcdo fundamental exercida pela TR no parasito, assim como a sua
significativa diferenca estrutural em relacdo a glutationa redutase (GR,
EC 1.8.1.7), enzima com funcéo correspondente no homem, fazem com
que a TR seja um alvo interessante para o planejamento de farmacos
antiparasitarios (WANG, 1997; RODRIGUEZ, 2001; OLIVEIRA et al.,
2008). As principais diferengas entre a TR e a GR estdo relacionadas ao
tamanho, carga e distribuicdo de bolsdes hidrofilicos/hidrofébicos,
permitindo que a TR seja capaz de acomodar mais facilmente substratos
mais volumosos do que a GR (GIRAULT et al., 2001). Além disso,
enquanto que a TR apresenta residuos carregados negativamente e
regides hidrofébicas em seu sitio ativo, a GR apresenta residuos de
arginina, carregados positivamente (Figura 2) (OLIVEIRA et al., 2008).
Em funcgdo da biossintese da tripanotiona ocorrer a partir de dois passos
consecutivos, nos quais a glutationa é ligada covalentemente ao grupo
amino terminal da espermidina (Figura 1), a via metabdlica das
poliaminas também tem sido apontada como um possivel alvo
terapéutico (MULLER et al., 2001).
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Figura 2. Comparacdo entre as estruturas da glutationa e
tripanotiona, substratos da GR e TR, respectivamente (Fonte: Oliveira
et al., 2008).

Além da TR, outros alvos especificos como a cisteina
proteinase (= cruzipaina ou cruzaina), a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, as DNA topoisomerases, a diidrofolato redutase entre
outros também tém sido investigados para a pesquisa e O
desenvolvimento de novos compostos ativos contra  0S
tripanosomatideos (DOCAMPO, 2001; RODRIGUEZ, 2001).
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A partir dos estudos da equipe do Dr. Julio A. Urbina, a via de
biossintese de esterdis dos tripanossomatideos passou a ser um dos alvos
em potencial para o desenvolvimento de compostos efetivos contra a
doenca de Chagas e leishmanioses (DOCAMPO, SCHMUNIS, 1997). A
sobrevivéncia e a proliferacdo destes protozoarios dependem de esterdis
enddgenos especificos, como o ergosterol e analogos. Enguanto os
tripanossomatideos utilizam a via anabdlica do ergosterol para a
biossintese de membranas celulares, os mamiferos utilizam o colesterol
como precursor (URBINA, 1997; 2009). Sendo assim, compostos
inibidores da biossintese do ergosterol sdo de grande importancia para o
desenvolvimento de compostos com atividade tripanocida (URBINA,
2009).

Alguns antiflngicos triazélicos, inibidores da biossintese do
ergosterol, tém demonstrado uma promissora atividade, tanto na fase
aguda como na fase cronica da infeccdo experimental pelo T. cruzi em
modelos murinos (URBINA et al., 1998, 2003a,b; KAYSER et al., 2003),
sendo que alguns destes derivados triazdlicos interferiram no
metabolismo de esterdis do parasito (LIENDO et al., 1998; URBINA et al.,
1998).

Abe e colaboradores (2000) ao avaliarem o efeito inibitério de
alguns ésteres de galato sobre a esqualeno epoxidase recombinante,
enzima envolvida na via metab6lica de esterdis, observaram uma
potente e seletiva inibicdo enzimatica, principalmente do galato de
docecila (Clsg = 0,061 pM). Embora 0 mecanismo de agdo dos galatos
sobre o crescimento de T. cruzi ainda ndo tenha sido elucidado, a baixa
toxicidade para células de mamiferos em concentracdes ativas, sugere
um mecanismo de acéo especifico.

Considerando: a) a necessidade de novas perspectivas para 0
tratamento da doenca de Chagas; b) o0s resultados promissores
apresentados por alguns galatos em ensaios in vitro; c) a facilidade de
obter diversos derivados, cujas modificagBes estruturais podem elevar a
eficacia antiparasitaria com reducéo de toxicidade e efeitos colaterais,
este estudo torna-se relevante e factivel. Neste sentido, o presente estudo
teve como propdsito avaliar o efeito tripanocida in vitro e in vivo de
ésteres do acido galico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o potencial tripanocida in vitro e in vivo do acido gélico
e derivados.

3.2 Objetivos Especificos:

- Avaliar o potencial quimioprofilatico do acido galico e ésteres
de galato contra formas tripomastigotas sanguineos;

- Avaliar a atividade tripanocida contra amastigotas em células
Vero e macrofagos murinos derivados de medula 6sseg;

- Analisar as mudancas ultraestruturais causadas pelo galato de
dodecila em formas epimastigotas e amastigotas intracelulares;

- Investigar o efeito inibitério do acido galico e ésteres de galato
sobre a tripanotiona redutase recombinante de T. cruzi;

- Avaliar o efeito in vitro e in vivo do tratamento combinado do
galato de dodecila com benzonidazol,

- Avaliar a atividade tripanocida dos galatos em camundongos
infectados pelo T. cruzi na fase aguda e crénica;

- Investigar a participagdo do galato de dodecila na diminuicéo

da inflamacdo no modelo murino de infeccdo crbnica da cepa
Colombiana de T. cruzi.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Compostos e farmacos

Neste estudo foram testados o &cido gélico e cinco derivados:
ésteres de octila, decila undecila, dodecila e tetradecila (Figura 3). Todos
0s compostos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis), sendo
que os galatos de decila, undecila e tetradecila foram adquiridos como
alcodis e posteriormente esterificados pelo Laboratdrio de Sintese e
Atividade do Departamento de Quimica da UFSC. Os compostos foram
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) e armazenados a -20°C por
um periodo maximo de trés semanas. Como controles de atividade
tripanocida, foram utilizados o benzonidazol e a violeta de genciana
(Sigma-Aldrich, Saint Louis) (Figura 3). O imunossupressor
ciclofosfamida (Genuxal®) foi obtido da Baxter Healthcar (Deerfield,
lllinois). Para os ensaios de inibicdo enzimatica foram utilizados como
controle a clomipramina (Sigma-Aldrich, Saint Louis) e a carmustina
(Becenun® - BCNU, Bristol-Myers Squibb, New York) (Figura 4).

4.2 Parasitos

Os compostos foram avaliados frente a cepa Y (SILVA,
NUSSENWEIG, 1953) e, adicionalmente em alguns ensaios, a cepa
Colombiana (FEDERICI et al., 1964) de T. cruzi, as quais apresentam,
respectivamente, média sensibilidade e resisténcia in vivo aos
nitroimidazois (FILARDI; BRENER, 1987). Estas cepas estdo
criopreservadas no Laboratdrio de Protozoologia (MIP/CCB/UFSC). Os
parasitos foram mantidos, através de repiques semanais, em
camundongos Swiss ou BALB/c (para 0s ensaios in vivo e ex vivo com
tripomastigotas sanguineos), em cultura axénica em meio LIT (do inglés
Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% SFB (soro fetal bovino
— Gibco, New York) (para os ensaios in vitro com epimastigotas) e em
celulas Vero cultivadas em meio DMEM + 5% SFB (para 0s ensaios in
vitro com amastigotas e tripomastigotas).
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Figura 3. Estruturas quimicas dos compostos testados (acido galico
e seus ésteres) e dos controles de atividade tripanocida,
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Figura 4. Estruturas quimicas da clomipramina e da carmustina
(Becenun® - BCNU), inibidores das enzimas tripanotiona redutase e
glutationa redutase, respectivamente.

21



4.3 Células

Para os ensaios de atividade tripanocida contra formas
amastigotas intracelulares e citotoxicidade foram utilizadas células néo
fagociticas profissionais (linhagem Vero — ATCC CCL-81) e fagociticas
(macrofagos murinos derivados de medula dssea).

As células da linhagem Vero foram mantidas a 37°C em estufa
umidificada de CO, em garrafas de cultura de 25 cm? em meio DMEM
(do inglés Dulbelcco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, Saint
Louis) pH 7,4 + 2,5% de SFB acrescido de 2 mM de L-glutamina, 10
ug/ml de estreptomicina e 10 Ul/ml de penicilina (Cultilab, Campinas).
Para os bioensaios, as monocamadas foram lavadas com PBS (tampao
salina fosfato) pH 7,4 e tratadas com tripsina 0,25% (Sigma-Aldrich,
Saint Louis) + EDTA 0,1% (Serva, Heidelbergh) por 5 minutos a 37°C.
Em sequida, as células foram lavadas em DMEM pH 7,4 + 2,5% de
SFB, a 250 x g/5 minutos a 4°C e suspendidas no mesmo meio. A
viabilidade celular foi verificada pelo corante vital Azul de tripano, a
concentragdo ajustada para 10° células/ml, semeadas em placas de 96
pocos (2x10* células/pogo) em meio DMEM + 2,5% SFB e mantidas a
37°C e 5% de CO,. Apos 24 horas, as celulas foram utilizadas para 0s
bioensaios de citotoxicidade e atividade antiparasitaria.

Para a obtencdo dos macréfagos, camundongos da linhagem
BALB/c foram sacrificados e a medula 6ssea foi obtida por aspiragéo do
fémur e da tibia. Para a criopreservagao, as células foram centrifugadas a
1.000 x g por 5 minutos a 4°C em PBS (pH 7,4) e suspendidas em SFB e
10% de DMSO. Em seguida, as células foram armazenadas a -80°C e,
ap6s 18 horas, foram depositadas no criobanco do Laborat6rio de
Protozoologia até o uso.

Para os ensaios com 0s macréfagos, as células da medula dssea
foram descongeladas, semeadas em placas de seis pogos e cultivadas a
37°C e 5% de CO, em meio DMEM suplementado com SFB 10%, 10
U/ml de penicilina, 10 pg/ml estreptomicina e 30% de sobrenadante de
cultura de fibroblastos L929 (ATCC CCL-1). Apés sete dias, 0s
macrdfagos diferenciados foram tripsinizados, centrifugados a 1.000 x g
por 5 minutos, suspendidos em meio DMEM + SFF 10% e cultivados
em placas de 96 pocos (10° células/poco) nas mesmas condicdes. Apds
24 horas, os macrofagos foram utilizados para o0s bioensaios de
citotoxicidade e atividade antiparasitaria.
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4.4 Animais

Os ensaios de atividade tripanocida in vivo e a obtencdo de
macrdéfagos foram realizados com camundongos Swiss e BALB/c,
respectivamente, fornecidos pelo Biotério Central da Univali. Os
animais foram mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia (CCB/UFSC) em ambiente a 22 + 2°C, em
um ciclo de luz e escuriddo de 12:12h e tratados com ragdo e agua “ad
libitum”. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais da Univali (parecer n® 440/2005).

4.5 Ensaios de atividade antiparasitaria ex vivo e in vitro

45.1 Atividade tripanocida ex vivo frente a formas
tripomastigotas sanguineas

As formas tripomastigotas sanguineas foram obtidas de
camundongos Swiss primoinfectados com a cepa Y, no sétimo dia da
infeccdo. Os animais foram anestesiados com éter e sangrados pelo
plexo retrorbital com auxilio de pipeta Pasteur contendo citrato de sédio
3,8% como anticoagulante. O sangue de trés animais foi coletado em
tubo contendo um ml da solugdo anticoagulante. O nimero de parasitos
foi determinado pelo método de Pizzi-Brener (BRENER, 1962), 0 qual
consiste na contagem microscopica dos tripomastigotas em 50 campos
por laminula (22 x 22 mm) em cinco mm® de sangue. O sangue
contendo os tripomastigotas foi lavado em PBS a 2.000 x g por 10
minutos e a concentracdo ajustada para 10° tripomastigotas/ml pela
adicdo de meio LIT + 10% SFB.

Os ensaios foram realizados em microplacas de culturas de 96
pogos, contendo concentracbes de 200 e 50 uM dos compostos, em um
volume final de 150 ul contendo 10° tripomastigotas/ml. Como
controles, foram utilizados 1% de DMSO e violeta de genciana nas
mesmas concentragdes dos galatos. As placas foram mantidas a 4°C por
48 horas e 0 numero de parasitos sobreviventes determinado pelo
método de Pizzi-Brener (BRENER, 1962). Os ensaios foram realizados
em duplicata contendo trés réplicas por ensaio.

4.5.2 Atividade tripanocida frente a formas amastigotas
intracelulares em células Vero e macréfagos murinos

Células Vero e macrofagos previamente semeados em placas de
96 pocos foram infectados com tripomastigotas das cepas Y ou
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Colombiana provenientes de cultivo celular, na propor¢do de dez
parasitos por célula Vero e dois por macrofago. Apds quatro horas, as
monocamadas foram lavadas com PBS para remoc¢édo dos parasitos nao
interiorizados e mantidas por 12 horas em 180 ul/poco de DMEM +
SFB 10% a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, as células foram incubadas
com diferentes concentragdes dos compostos, em um volume final de
200 pl/poco, nas mesmas condi¢Ges por 48 horas. Como controles,
foram utilizados o benzonidazol e o solubilizante DMSO a 1%. Para se
certificar de que a diminuicdo do nimero de células infectadas ndo tenha
ocorrido pela lise da célula hospedeira, decorrente do ciclo de
multiplicacdo intracelular, as monocamadas foram observadas em
microscopio invertido Olympus para verificar a presenca de
tripomastigotas no sobrenadante. As placas foram lavadas com PBS,
fixadas com metanol e coradas pelo Giemsa (Merck, Darmstadt).

A avaliagdo da atividade tripanocida foi realizada pela
contagem aleatdria de 1.000 células por pogo em microscépio invertido
Olympus, objetiva 40x, observando-se o nimero de células infectadas, o
nimero de amastigotas/célula e o nimero total de amastigotas/poco.

Os valores foram expressos como percentual de inibicao (PI), o
qual foi calculado segundo Guru e colaboradores (1989) e modificado
por Lakshmi e colaboradores (2007), utilizando a seguinte formula:

P1 =100 - (T/C x 100), onde
T é a média do total de amastigotas intracelulares em células tratadas;
C é a média do total de amastigotas intracelulares em células do controle
DMSO 1%.

Os valores de Clgy (concentragdo inibitéria de 50%) foram
estimados a partir dos valores de Pl obtidos em trés réplicas em
duplicata, por interpolacdo gréafica utilizando o programa Graph Prism
Instat 3®.

4.5.3 Avaliagdo da citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, células Vero e macréfagos
foram incubados com diferentes concentragdes (20 a 500 puM) dos
compostos em placas de 96 pocos por 72 horas, nas mesmas condi¢des
descritas acima. A integridade do tapete celular foi observada em
microscépio invertido Olympus, seguida do ensaio colorimétrico do
MTT ([3-(4,5-dimetil tiazole-2-il)-2-5-difenil brometo de tetrazolio],
Amresco, Ohio), conforme descrito por Loosdrecht e colaboradores
(1991) e modificado por Sieuwerts e colaboradores (1995).
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Os valores de Clsg (concentragdo inibitéria a 50%) foram
estimados a partir dos valores médios obtidos de trés réplicas em
duplicata, por interpolacdo grafica utilizando o programa Graph Prism
Instat 3®. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo teste de Tukey e valores de p < 0,05 foram considerados
significantes.

Em todos os ensaios foram utilizados o benzonidazol e o
solubilizante DMSO 1% como controles. Além disso, no final dos
experimentos com os macrofagos foram recolhidos 150 pl do
sobrenadante para a dosagem indireta da producdo de Oxido nitrico
(NO). Como controle positivo da ativacdo da via de NO, foi utilizado 10
ug de LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli, Sigma-Aldrich, Saint
Louis).

4.5.4 Dosagem da producéo de NO

A concentracdo de nitrito (NO;") liberado pelos macréfagos e
determinado pela reagdo de Griess foi utilizado como um indicador da
produgdo de NO. Brevemente, apds 48 horas de incubacdo com os
compostos, 0 sobrenadante das culturas de células infectadas e ndo
infectadas foi misturado com igual volume de reagente de Griess (1% de
sulfanilamida em 10% de 4&cido fosférico/0,1% de o-naftil-
etilenodiamina em agua Milli-Q). As densidades o6pticas (D.O.) foram
lidas em espectrofotdmetro a 540 nm, conforme descrito por Ding e
colaboradores (1988). A concentracdo de NO, foi determinada por uma
curva padrao de NaNO, e expressa como nmol/ml.

455 Andlise de modificagdes ultraestruturais por
Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET)

Para avaliar as modificBes ultraestruturais induzidas pelo
tratamento com os compostos, formas epimastigotas e amastigotas
interiorizadas em células Vero foram tratados respectivamente com 50 e
dois UM de galato de dodecila por 48 horas e processadas para MET
conforme descrito por Meirelles e Soares (2001). Resumidamente, as
culturas foram transferidas para microtubos de 1,5 ml e centrifugadas 30
a 60 segundos a 10.000 x g. Os sobrenadantes foram descartados e 0s
sedimento foram fixados por 20 a 30 minutos com glutaraldeido 2,5%
em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,2. Apds a fixacdo, as células foram
lavadas por centrifugacdo a 10.000 x g/30 a 60 segundos com tampéo
fosfato e em seguida com tampéo cacodilato 0,1 M, pH 7,2. Logo apés,
foi feito a fixacdo por 15 minutos em 6smio diluido a 1% em tampédo
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cacodilato 0,1 M (contendo 0,8% de ferrocianeto de potéssio e cinco
mM de CaCl,, concentracdo final), seguido de duas lava¢fes no mesmo
tampdo, sem dsmio. As desidratacdes foram feitas em concentracdes
crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%), trés minutos em cada.
Em seguida, os sedimentos foram infiltrados por duas a 18 horas em
solucdo Epon/acetona (1:1), quatro horas em Epon puro e entdo
embebidos em nova solugdo de Epon puro para a polimerizacdo da
resina durante 48 a 72 horas a 60°C. Os cortes ultrafinos foram
contrastados por 30 minutos em acetato de uranila aquoso 2% e por dois
minutos no citrato de chumbo.

As analises foram realizadas em microscépio eletrbnico de
transmissdao JEM-2100-TEM, no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME, UFSC) com a colabora¢do do Dr. Maurilio José
Soares do Instituto Carlos Chagas/Fiocruz, Curitiba (PR).

4.5.6 Avaliacgdo do efeito do tratamento combinado in vitro

O efeito tripanocida do tratamento combinado do benzonidazol
e do galato de dodecila sobre formas amastigotas intracelulares foi
avaliado. Para tanto, células Vero foram infectadas com tripomastigotas
de cultura, conforme descrito no item 4.5.2 e incubadas por 48 horas
com diferentes concentracdes de galato de dodecila, de benzonidazol e
com a combinacdo de ambos na proporcdo de 1:10 (galato de
dodecila:benzonidazol). Esta proporcdo e as respectivas concentracdes
foram escolhidas de acordo com o percentual de inibigdo previamente
estabelecido para cada um dos compostos. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey e
valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os valores de DRI
(do inglés Dose-Reduction Index) e o Index de Combinagéo (IC) foram
determinados através do programa CompuSyn®, onde IC=1,<1e>1
indicam efeitos aditivo, sinérgico e antagdnico, respectivamente (CHOU;
TALALAY, 1984; CHOU, 2008).

4.6 Ensaios de inibicdo in vitro da tripanotiona redutase (TR) e
glutationa redutase (GR)
4.6.1 Expressao heterologa e purificagdo da TR de T. cruzi
Esta etapa do trabalho foi realizada com a colaboracdo da Dra.
Patricia Hermes Stoco no Laboratério de Protozoologia, o qual é
certificado pela CTNBio para pesquisa com organismos modificados
geneticamente (CQB 101/99, Comunicado CTNBio n° 134). Para a
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expressao heter6loga, formas de cultura da cepa Y de T. cruzi em fase
exponencial de crescimento em meio LIT foram submetidas ao
protocolo padrdo de extracdo de DNA pelo método de fenol-cloroférmio
segundo Sambrook e colaboradores (2001). O gene completo da TR foi
amplificado via PCR, utilizando iniciadores desenhados com base na
sequéncia disponivel no GenBank (acesso XM _800203.1) contendo
sitios (sequéncias sublinhadas) para as enzimas de restricdo Ndel e
BamHI TcTR-F (5" GTCACATATGTTTGATTTGGTTGTCATTGGCG
3) e TcTR-R (5’ GGATCCTTACAGAGATGCTTCTGAAGGCTTI").
O produto de PCR (1.480 pb) e o plasmideo pET14B (Novagen,
Darmstadt) foram digeridos com Ndel e BamHl, utilizando 60 unidades
de cada enzima em tampdo apropriado a 37°C por trés horas. Os
produtos digeridos foram resolvidos em gel de agarose 1%, e 0s
fragmentos de DNA purificados com o sistema GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit® (GE Healthcare, Buckinghamshire). Estes
fragmentos foram entdo ligados e ap6s 16 horas a 16°C as reagdes de
ligacdo foram utilizadas para transformar E. coli BL21 DE3 (pET14B) a
partir de eletroporacdo a 2,5 KV em aparelho MicroPulser® (BioRad,
Richmond). Apds uma hora de crescimento em 1 ml de meio SOC as
bactérias foram semeadas em placas LB agar (100 pg/ml ampicilina) e
mantidas a 37°C por 18 horas. A sele¢do dos clones recombinantes foi
feita a partir de PCR diretamente das col6nias. Um clone positivo foi
selecionado e purificado por lise alcalina para confirmacdo da orientagdo
do inserto através de sequenciamento.

Para a expressao heteréloga, a coldnia selecionada foi utilizada
em um pré-indculo contendo 10 ml de meio LB (100 pg/ml de
ampicilina), mantido a 37°C por 16 horas sob agitacdo. Uma diluicéo de
1:10 em 30 ml do mesmo meio foi mantida sob agitacdo constante a
37°C até atingir uma D.O. de 0,6. Neste momento, foi adicionado
isopropil-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo final de 1
mM, prosseguindo-se por 4 horas a 37°C sob agitag&o.

Em seguida, as bactérias foram coletadas por centrifugacdo a
4.000 x g por 10 minutos a 4°C e lavadas duas vezes em 100 mM
NaH,PQO,. A purificagdo da proteina heter6loga foi realizada a partir de
cromatografia de afinidade contra a cauda de histidinas presente na
proteina recombinante. Para tanto, o sedimento bacteriano foi lisado
através da adicdo de 2 ml de tampdo de lise em condic¢des nativas (300
mM NaCl; 100 mM NaH,PO,4, 10 mM imidazol, pH 8,0) e sonicagdo em
10 ciclos de 30 segundos a 40 Hz com 30 segundos de intervalo em
banho de gelo. O material lisado foi centrifugado a 4°C por 30 minutos a
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12.000 x g e o sobrenadante imobilizado em 400 pl do suporte Ni-NTA
agarose (Qiagen, Duesseldorf), conforme instru¢bes do fabricante. O
suporte foi lavado duas vezes com 2 ml do tampéo de lavagem (300 mM
NaCl; 100 mM NaH,PO4;, 20 mM imidazol, pH 8,0) e a proteina
liberada em quatro etapas de adigédo de 200 pl do tampéo de elui¢do (300
mM NaCl; 100 mM NaH,PO,4 250 mM imidazol, pH 8,0). Para a
retirada do imidazol, as elui¢cdes foram dialisadas a 4°C por duas vezes
contra o tampdo da enzima (40 mM Hepes, 1 mM EDTA, pH 7,5).

Os extratos protéicos bacterianos, assim como as proteinas
purificadas e as etapas de purificacdo foram dosados pelo método de
Bradford (1976) e avaliados por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a
10%, esperando-se uma proteina de 55,5 kDa. Um dos géis foi corado
com azul de Coomassie R250 e um segundo gel foi submetido a
transferéncia para membranas de nitrocelulose Hybond-ECL® (GE
Healthcare, Buckinghamshire) durante 12 horas a 25 V, conforme
descrito por Towbin e colaboradores (1979). Para revelagdo do western
blot, foi utilizado o anticorpo anti-HisTag 1:5.000 (Sigma-Aldrich, Saint
Louis), seguido pelo anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis) em uma diluicéo
de 1:10.000. A membrana foi lavada e revelada através da utilizacdo do
reagente ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire) em filme radiografico
utilizando o processador de filmes SRX-101A (Konica Minolta Medical
& Graphic, INC - China).

Para verificar a atividade da enzima bem como a melhor
concentragcdo para os subsequentes ensaios de inibicdo, diferentes
concentracbes da enzima purificada foram utilizadas, conforme
protocolo descrito abaixo.

4.6.2 Ensaio de inibicdo da TR heterdloga de T. cruzi (TcTR)

Os ensaios de inibicdo da TcTR foram realizados segundo o
método descrito por Hamilton e colaboradores (2003) que consiste em
um teste colorimétrico em microplaca baseado na derivatizacdo da
tripanotiona. Basicamente, a TCcTR reduz o substrato tripanotiona
(T[Sl > T[SH],) e o DTNB (reagente de Ellman) regenera a
tripanotiona reduzida (T[SH], — T[S].), liberando TNB, o qual gera um
croméforo amarelo que € mensurado a 412 nm (Figura 5). Desta forma,
0 reagente de Ellman mantém constante a concentracdo do substrato e
permite a linearidade da cinética enzimatica. Haja vista que uma das
principais limitagBes é o elevado custo do substrato, a regeneragdo da
tripanotiona pelo DTNB viabiliza economicamente o ensaio.
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Figura 5. Mecanismo esquematico da re-oxidacdo de tripanotiona
reduzida (T[S],) mediada pelo DTNB (Fonte: Hamilton et al., 2003).

O ensaio enzimatico foi conduzido em placas de 96 pogcos em
um volume final de 250 pl contendo: 40 mM de Hepes (pH 7,5), 1 mM
de EDTA, 150 uM de NADPH, 1 puM de tripanotiona (Bachem,
Torrance), 25 UM de DTNB (Sigma-Aldrich, Saint Louis), 230 ng da
enzima (TcTR) e diferentes concentragbes (12,5 a 100 pM) dos
compostos testados em uma concentracdo maxima de 1% de DMSO.
Como controles, foram utilizados o inibidor clomipramina (Sigma-
Aldrich, Saint Louis) em diferentes concentracbes e 0 solubilizante
DMSO 1%. Como branco, foram utlizados os compostos na maior
concentracdo (100 pM) incubados com todos os ragentes, menos a
enzima. A mistura foi pré-incubada a 30°C durante 30 minutos e a
leitura iniciada ap6s a adigdo de 25 uM de DTNB em A4, nm, medindo-
se a inclinagdo da curva durante 30 minutos (3Abs/dt). Este valor foi
comparado com o controle DMSO 1% para fornecer o percentual de
inibicdo da enzima. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos
por, no minimo, duas vezes e os resultados expressos como o percentual
de reducdo na atividade enzimética comparado ao controle DMSO 1%.
Na triagem, foram considerados ativos 0s compostos que inibiram pelo
menos 50% da atividade enzimatica.

4.6.3 Ensaio de inibi¢do da GR

Os testes de inibicdo da GR de Saccharomyces cerevisiae
(Sigma-Aldrich, Saint Louis) foram realizados de acordo com o método
descrito por Carlberg e Mannervik (1985) e que mede a absorbéncia do
NADPH em A3 nm. A atividade enzimatica é representada pela
diminuicdo da absorbancia a medida que o NADPH vai sendo
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consumido na reagdo, resultando em um coeficiente de correlagdo
negativo.

O ensaio colorimétrico foi realizado em placas de 96 pocos em
um volume final de 250 pl contendo: 100 mM de tampéo fosfato de
potassio (pH 7,0), 1 mM de EDTA, 400 uM de NADPH, 1 mM de
glutationa oxidada (Sigma-Aldrich, Saint Louis), 10 mU da enzima (GR
— Sigma-Aldrich, Saint Louis) e diferentes concentra¢des (12,5 a 100
MM) dos compostos testados em uma concentracdo maxima de 1% de
DMSO. Controles com 10 pM do inibidor Becenun® carmustina -
BCNU (Bristol-Myers Squibb, New York) e sem amostra foram
realizados em paralelo. A mistura foi pré-incubada a 30°C durante 30
minutos e a leitura iniciada apds a adicdo de 1 mM de substrato
(glutationa oxidada) em Az nm, medindo-se a inclinacdo da curva
durante cinco minutos (8Abs/5t). Este valor foi comparado com o
controle sem amostra para fornecer o percentual de inibigdo da enzima.
Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos por, no minimo,
duas vezes. Foram considerados ativos os compostos que inibiram pelo
menos 50% da atividade enzimética.

4.7 Ensaios de atividade antiparasitaria in vivo

4.7.1 Triagem in vivo de compostos ativos (tratamento
agudo, clearance)

Inicialmente os compostos tiveram sua atividade tripanocida in
vivo avaliada segundo o método descrito por Filardi e Brener (1984).
Grupos de cinco camundongos Swiss, fémeas, com seis semanas de
idade, pesando entre 25 a 30 g, foram inoculados intraperitonealmente
(i.p.) com 10* tripomastigotas sanguineos da cepa Y por animal. Sete
dias apds, foi administrado via oral (gavagem) uma dose elevada (500
mg/Kg) em um volume de 200 pl/animal de cada um dos compostos. A
parasitemia dos camundongos foi avaliada antes, 6 e 24 horas apds o
tratamento. A mortalidade foi acompanhada diariamente por 30 dias.
Como controle, foi utilizado a mesma dose de benzonidazol e o veiculo
(DMSO 10% + trigliceril CM® Support Produtos Nutricionais Ltda, S&o
Paulo). A atividade tripanocida foi definida através da reducédo
significativa da parasitemia e da mortalidade em dois experimentos
independentes.
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4.7.2 Avaliagéo da atividade tripanocida na fase aguda

Grupos de cinco camundongos Swiss, fémeas, com seis
semanas de idade, pesando entre 25 a 30 g, foram inoculados via i.p.
com 10* tripomastigotas sanguineos da cepa Y por animal e o tratamento
foi iniciado 24 horas ap6s a infecgcdo. A administragdo dos compostos,
inclusive do benzonidazol, foi feita pela via oral (gavagem), durante sete
dias consecutivos na dose de 50 mg/kg/dia em um volume de 100
pl/animal. A atividade tripanocida foi avaliada através da reducédo
significativa da parasitemia e da mortalidade até um periodo de 30 dias
apos o tratamento, em dois experimentos independentes.

4.7.3 Avaliacdo da atividade tripanocida na fase cronica

Grupos de 10 a 15 camundongos foram inoculados via i.p. com
50 tripomastigotas sanguineos da cepa Y por animal. Apds sete dias, a
infeccdo foi confirmada pelo exame a fresco, seguido de um tratamento
agudo (uma dose de 100 mg/kg) de benzonidazol pela via oral. Esta dose
é capaz de reduzir a parasitemia e prevenir a mortalidade, permitindo o
desenvolvimento de uma infeccdo crénica e latente. Semanalmente, 0s
camundongos foram submetidos ao exame a fresco até o
desenvolvimento de parasitemias subpatentes, caracterizando o inicio da
fase cronica (cerca de 30 a 45 dias ap0s a infeccdo).

Sessenta dias apds a infec¢do, 0s animais foram separados em
grupos de 10 a 15 animais e tratados uma vez ao dia pela via oral
(gavagem) durante 28 dias consecutivos com (1) &cido galico 50
mg/kg/dia; (2) galato de dodecila 50 mg/kg/dia; (3) tratamento
combinado de galato de dodecila (50 mg/kg/dia) + benzonidazol (5
mg/kg/dia), (4) benzonidazol 5 mg/kg/dia; (5) benzonidazol 100
mg/kg/dia e (6) veiculo (DMSO 2,5% + trigliceril). Semanalmente, os
animais foram avaliados pelo exame a fresco durante e até 30 dias apds
0 término do tratamento.

Adicionalmente, cinco dias apds o término do tratamento, cinco
animais de cada grupo foram submetidos ao imunossupressor
ciclofosfamida (Genuxal® - Baxter Healthcare, Deerfield), o qual pode
induzir uma reagudizacdo, caracterizada pelo retorno de parasitemias
patentes em animais ndo curados. Os animais receberam, via i.p., trés
ciclos de 50 mg/kg/dia de ciclofosfamida por quatro dias consecutivos,
com trés dias de intervalo entre cada ciclo (CALABRESE et al., 1996). Ao
final de cada ciclo e por mais duas semanas apds o término, 0s animais
foram avaliados pelo exame a fresco.
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A mortalidade foi acompanhada a cada dois dias ao longo de
todo o experimento. As hemoculturas e as coletas de sangue para PCR
foram realizadas ao final do experimento, completando 150 dias de
infeccdo e 60 dias de intervalo pds-tratamento. Em seguida, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical para a avaliagdo
histopatoldgica do coracdo, figado, baco, colon, es6fago, musculo
esquético e, nos animais imunossuprimidos, o cérebro também foi
avaliado. Um fragmento do coracdo foi armazenado em etanol 70% para
posterior PCR e qPCR.

4.8 Exames para o monitoramento da infeccdo e da eficacia do
tratamento

4.8.1 Exame parasitoldgico a fresco

A parasitemia foi avaliada através de exame a fresco de 5 ul de
sangue obtido da cauda dos animais através do método de Pizzi-Brener
(BRENER, 1962), conforme descrito no item 4.5.1.

4.8.2 Hemocultura

Os animais foram sedados com éter etilico e 0,5 ml de sangue
foi obtido pelo plexo retrorbitral em condi¢Bes assépticas. O sangue foi
transferido para tubos contendo 1 ml de meio de cultura LIT acrescido
de SBF 10%, 10 pg/ml de estreptomicina e 10 Ul/ml de penicilina. As
culturas foram mantidas a 28°C, examinadas em intervalos de 15 dias
até o0 120° dia, com trocas quinzenais do meio de cultura.

4.8.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O sangue e/ou os fragmentos dos Orgdos coletados e
preservados em etanol —20°C foram macerados e ressuspendidos em
tampédo de extracdo (Tris-HCI 100 mM, pH 7,4; EDTA 25 mM; NaCl 10
mM; SDS 1%; proteinase K 50 pug.ml™). Apés incubacéo a 42°C por 12
horas, foi realizada a extracdo do DNA pelo método fenol-cloroférmio,
segundo Sambrook e colaboradores (1989). Os acidos nucléicos foram
precipitados em isopropanol na proporcao 1:1 e incubados a -20°C por 2
horas. A seguir, 0 material foi centrifugado a 14.500 x g por 30 minutos
e 0 sedimento foi lavado em etanol 70% gelado e seco & temperatura
ambiente por 30 minutos. O sedimento foi entdo ressuspendido em 50 pl
de agua Milli-Q contendo RNAse (10 mg/ml) e incubado por uma hora
a 37°C seguido por estocagem em freezer a -20°C. A quantidade de
DNA foi estimada por comparacdo com padrdes com quantidades
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conhecidas em gel agarose 0,8% corado com brometo de etidio e por
espectrofotometria.

Para a deteccdo do parasito via PCR, foram utilizados os
iniciadores S35 (5’-AAATAATGTACGGGTGGAGATGCATGA-3") e
S36 (5’-GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3")  (Invitrogen  Life
Technologies, Carlsbad), especificos para quatro regides variaveis do
minicirculo de KDNA de T. cruzi, gerando um amplicon de 330 pb,
visualizados em gel de agarose 2% e corado pelo brometo de etideo,
conforme descrito por Andrade e colaboradores (1999).

4.8.4 Histopatologia

Para a avaliagdo histopatoldgica, fragmentos do coragéo, baco,
figado, esdfago, cdlon, musculo quadriceps e cérebro foram fixadas em
solucdo formalina 10% tamponada com PBS pH 7,4 por 72 horas. Apds
desidratacdo em etanol, as amostras foram embebidas e incluidas em
parafina liquida a 64°C. Os tecidos parafinizados foram submetidos a
cortes histolégicos seriados de 5 um, corados com hemotoxilina-eosina
(H&E) e examinados em microscopio Gtico, visando a pesquisa de
lesbes anatomo-histopatoldgicas (infiltrado de células mononucleares e
polimorfonucleares, necrose e mineralizacdo) e presenca de parasitos
(pseudocistos de parasitos “ninho de amastigotas™), segundo Andrade e
colaboradores (1999).

49 Avaliacdo do potencial anti-inflamatério na infeccao
experimental pelo T. cruzi

4.9.1 Infeccdo e tratamento

Grupos de oito camundongos Swiss, machos, com 4,5 semanas
de idade, pesando entre 25 a 30 g, foram inoculados i.p. com 10°
tripomastigotas de cultura em fase estacionaria da cepa Colombiana de
T. cruzi, a qual tem miotropismo, causando acentuada miocardite e
miosite (FEDERICI et al.,, 1964). Trés semanas apés, a infeccdo dos
animais foi confirmada através de exame a fresco. Dois meses ap6s a
infeccdo, um grupo de oito camundongos foi tratado por gavagem
diariamente com uma dose de 50 mg/kg de galato de dodecila por 21
dias e o outro grupo recebeu o veiculo (trigliceril CM® Support Produtos
Nutricionais Ltda, Sdo Paulo + DMSO 2,5%). Para as analises
histopatoldgicas e a avaliagdo de citocinas transcritas no tecido cardiaco,
trés a quatro animais por grupo foram sacrificados antes, no meio e final
do tratamento. Paralelamente, trés animais do mesmo grupo, mas nédo
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submetidos a infeccdo e ao tratamento (naive) foram também
sacrificados e utilizados como controle negativo. Para a avaliagcdo
histopatologica foram coletados coragdo e muasculo esquelético da coxa,
cujas amostras foram processadas conforme descrito no item 4.8.4. Para
a analise do perfil de citocinas transcritas, o coragdo foi armazenado em
uma solucéo de RNA later (Sigma-Aldrich, Saint Louis) e armazenado a
-20°C até o uso.

4.9.2 Avaliacéo do perfil de citocinas transcritas através de
RT-gPCR

A andlise das citocinas foi realizada através de RT-qPCR
utilizando iniciadores para TNF e IFN-y (pré-inflamatdrias), IL-10 (anti-
inflamatoria) e RNA ribossomal 18S (controle de expressdo
constitutiva), conforme descrito por Lanza e colaboradores (2010). Para
tanto, a regido apical do coracdo armazenado em RNA later foi
macerada em 500 pl de Trizol® (Invitrogen Life Technologies,
Carlshad) com auxilio do aparelho para ruptura tecidual (Tissue ruptor),
realizando lavagens sucessivas da sonda em H,O MilliQ tratada com
DEPc, alcool e novamente na agua tratada, antes do inicio do
procedimento e entre os diferentes grupos. Em seguida, foram
adicionados 200 pl de cloroférmio e as amostras foram agitadas
vigorosamente por 15 segundos. Apdés 15 minutos de repouso em
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g a
4°C por 15 minutos para a formacdo de fases. Duzentos microlitros do
sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo ao qual foram
adicionados 500 ul de isopropanol. Apés 10 minutos de incubacéo, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 x g a 4°C por 10 minutos, o0
sobrenadante foi descartado e 1 ml da solucdo de etanol 75% em H,0
MilliQ DEPc foi adicionado. Ap6s breve agitagdo vigorosa, as amostra
foram centifugadas a 7.500 x g a 4°C por 5 minutos, o sobrenadante
descartado e apds a total evaporacdo do etanol, as amostras foram
suspendidas em 50 ul de H,O MilliQ DEPc e incubadas em banho seco
a 56°C por 10 minutos. As amostras foram submetidas a digestdo com 2
U DNAse (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, a DNAse foi inativada a 65°C por 10
minutos, 0 RNA dosado em espectrofotdmetro Modelo a 260 nm e a
armazenado a -80°C até a realizacdo da RT-gPCR.

A sintese dos cDNAs foi realizada utilizando-se a transcriptase
reversa M-MLV, conforme protocolo do fabricante (Invitrogen Life
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Technologies, Carlsbad). Basicamente, 500 ng de cada uma das
amostras de RNA foram incubados com 1 pl de oligodT (500 pg/ml), 2
pl de dNTP a 2 mM em um volume final de 12 pl por 5 minutos a 65°C,
seguido de banho de gelo. Em seguida, foram adicionados 4 ul de
tampdo da enzima 5x, 2 pl de ditiotreitol (DTT), 1 ul de RNAseOUT
(400 U/ul) e incubadas por 37°C por 2 minutos em termocilador. Apés a
adicdo de 200 U da trancriptase reversa, a rea¢do foi incubada por 37°C
por 50 minutos, seguido de mais 15 minutos a 70°C.

A reagdo de qPCR foi realizada em um volume final de 10 pl
contendo 1 pl de cDNA; 10 uM dos oligonucleotideos (Quadro 1), 5 ul
de 2x SYBR® Green PCR-Master Mix (Applied Biosystems). A leitura
foi no equipamento StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando a opgdo ‘quantificagao absoluta’. As condigdes
de termociclagem foram 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos a
95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por um minuto.
Ap6s a amplificacdo, os produtos de DNA foram desnaturados para
obtenc¢do da curva de dissociacdo. O nivel relativo da expressao génica
foi determinado pelo método comparativo cycle threshold (Ct),
conforme descrito pelo fabricante, sendo que cada amostra foi
normalizada pelo RNA ribossomal 18S e expresso como quantidade
relativa (RQ) comparada ao grupo naive.

Quadro 1. Oligonucleotideos selecionados para a RT-gPCR e 0 peso
molecular esperado para cada um dos amplicons

Gene  Forward iniciador Reverse iniciador Amplicon
18S CACGGCCGGTACAGTGAAAC CCCGTCGGCATGTATTAGCT 119 pb
IFN-y CTTGGATATCTGGAGGAACTGGC GCGCTGGACCTGTGGGTTGTTGA 235 pb

TNF AAAATTCGAGTGACAAGCCTGTAG  CCCTTGAAGAGAACCTGGGAGTAG 181 pb
IL-10  GGTTGCCAAGCCTTATCGGA ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 191 pb

Fonte: Lanza et al., 2010.

4.9.3 Estimativa da carga parasitaria no tecido cardiaco por
gPCR

Para a extracdo de DNA, aproximadamente % do coracdo foi
macerado e processado conforme descrito no item 4.8.3. Para estimar a
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carga parasitaria foram utilizados os iniciadores D71 (5°-
AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3) e D72 (5°-
TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3’), os quais sdo especificos para a
regido divergente do gene 24Sa rDNA, gerando um amplicon de 110 pb
(SOUTO et al.,, 1996). Para a normalizacdo das amostras, foram
utilizados os primers para a regido 18S (Quadro 1). As reacdes foram
realizadas em um volume final de 10 ul, contendo 10 pM dos
iniciadores, 10 ng de DNA e 5 pl de 2x SYBR® Green PCR-Master Mix
(Applied Biosystems). As leituras foram realizadas no equipamento
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando a
opgdo ‘quantificagdo absoluta’. As condigdes de termociclagem foram
95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos a 95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos e 72°C por um minuto. Apés a amplificacdo, 0s
produtos de DNA foram desnaturados para obtencdo da curva de
dissociacdo. A estimativa da quantidade de parasitos no tecido cardiaco
foi realizada pela andlise dos valores de fluorescéncia de cada amplicon.

4.10 Anélise estatistica dos ensaios in vivo

A média e o0 desvio padrdo foram calculados e as diferengas
entre os grupos foram determinadas utilizando-se o teste de andlise de
variancia nao paramétrico Kruskal-Wallis (ANOVA) no programa
Instat3, segundo Ferreira e colaboradores (2007). As diferencas foram
consideradas significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade tripanocida frente a formas tripomastigotas
sanguineas

Os ensaios de atividade ex vivo mostraram que os ésteres de
galato a 200 uM provocaram taxas de mortalidade variando de 58 a 79%
sobre formas tripomastigotas sanguineas apds 48 horas de incubacdo
(Tabela 1). Além disso, os galatos de octila, dodecila e tetradecila
mantiveram um efeito tripanocida acima de 50% na concentracdo de 50
MM, Entretanto, nenhum dos compostos foi mais ativo do que o
quimioprofilatico violeta de genciana.

Tabela 1. Atividade tripanocida ex vivo frente a formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y de Trypanosoma cruzi

Percentuais de mortalidade (%)

Composto

200 pM 50 uM
Acido galico 24,32 +541 9,46 + 4,05
Galato de Octila 79,05 +£2,95 51,0 £4,05
Galato de Decila 75,0+7,73 45,95 + 11,03
Galato de Undecila 58,11 £ 4,05 48,65 +2,21
Galato de Dodecila 72,52 +£9,88 58,78 +7,73
Galato de Tetradecila 77,48 £9,19 60,36 +5,55
Violeta de genciana 100+0 100+ 0

Os resultados expressam a média * desvio padrdo de trés réplicas em duplicata.
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5.2 Atividade tripanocida frente a formas amastigotas
intracelulares em células Vero e macro6fagos murinos

Inicialmente a atividade tripanocida dos galatos foi avaliada
contra formas amastigotas da cepa Y em células Vero. Diante da
significativa atividade antiparasitaria contra formas intracelulares, a cepa
Colombiana, que apresenta resisténcia in vivo ao benzonidazol, também
foi incluida nos ensaios. Nossos resultados mostram que todos o0s
compostos em teste foram mais ativos do que o benzonidazol contra
ambas as cepas (Figura 6; Tabela 2). A cepa Colombiana se mostrou
mais sensivel com taxas de inibicdo variando entre 46 a 95% na
concentracdo de 3 UM. Nesta mesma concentracdo, somente o galato de
dodecila apresentou uma expressiva atividade (72%) contra a cepa Y
(Figuras 6 e 7B). Embora mais ativos do que o benzonidazol, os galatos
também foram mais citotdxicos, sendo que somente o galato de dodecila
apresentou indice de seletividade acima de 50 contra ambas as cepas de
T. cruzi (Tabela 2).

O efeito tripanocida sobre amastigotas intracelulares também
foi avaliado em células fagociticas profissionais ndo proliferativas. A
Tabela 3 mostra os percentuais de inibicdo (PI) apresentados pelos
diferentes derivados do &cido galico frente a formas intracelulares da
cepa Y em macréfagos derivados de medula dssea de camundongos
BALB/c. Na concentracdo de 10 uM, foi detectada uma expressiva
atividade tripanocida dos galatos de decila e dodecila, cujos valores de
Pl foram, respectivamente, de 99,3 a 97,2%, comparaveis ao do
benzonidazol (88,2%) (Tabela 3, Figuras 8B e C). Ambos os galatos
mantiveram uma expressiva atividade na concentracdo de 2 uM, mas
foram inativos a 0,2 uM. A dosagem de nitrito no sobrenadante destes
bioensaios revelou a auséncia de 6xido nitrico (dados ndo mostrados). O
acido galico ndo foi citotoxico e nem ativo em nenhum dos dois
modelos celulares (Figuras 7A e 8A).

Em conjunto, estes resultados mostram o potencial tripanocida
in vitro de alguns ésteres de galato, sobretudo do galato de dodecila e
que a destruicdo dos amastigotas intracelulares independe da ativacao da
via microbicida do 6xido nitrico.
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Figura 6. Atividade antiparasitaria dos ésteres de galato frente a
amastigotas das cepas Y (barras escuras) e Colombiana (barras
claras) de Trypanosoma cruzi em células Vero. Os resultados
expressam a média + desvio padrdo de trés réplicas em duplicata.
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Tabela 2. Efeito dos ésteres de galato, expresso como Clsy sobre formas
amastigotas intracelulares das cepas Y e Colombiana de Trypanosoma
cruzi e indice de seletividade (IS) em relagdo as células Vero

Compostos Vero CepaY Cepa Colombiana
Clso (UM) Clso (UM) 1S* Clso (UM) 1S*

Acido gélico > 500 sem atividade sem atividade

Galato de Octila 60,1 9,7+3.3 6,2 <1 > 60,1
Galato de Decila 35,7 87+1.2 41 <1 > 35,7
Galato de Undecila 39,8 41£27 9,7 <1 >39,8
Galato de Dodecila 52,0 <1 > 52 <1 > 52
Galato de Tetradecila 36,0 59+0,7 6,1 <1 > 36
Benzonidazol > 500 114+18 > 44 2,708 > 188

*Indice de seletividade = citotoxicidade/efeito tripanocida.

Figura 7. Atividade tripanouda do aC|do gallco e do galato de
dodecila sobre formas amastigotas em células Vero. (A) Acido galico
25 uUM; (B) Galato de dodecila 3 uM; (C) benzonidazol 6 uM; (D)
controle. A seta estreita indica os amastigotas intracelulares e a seta
larga os vacuolos. Aumento: 200x (D) e 400x (A-C).
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Tabela 3. Atividade tripanocida de galatos comerciais frente a
amastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi em macréfagos derivados
de medula 6ssea

Percentual de Inibicéo (PI)

Compostos
10 uM 2uM
Acido galico Sem atividade Sem atividade
Galato de Octila Sem atividade Sem atividade
Galato de Decila 99,3+0,7 82,8+25
Galato de Undecila Citotoxico Sem atividade
Galato de Dodecila 97,2+1,0 79,2+3,8
Galato de Tetradecila Citotoxico Sem atividade
Benzonidazol 88,2 +3,2 Sem atividade
BYe e

e
>

Figura 8. Atividade tripanocida do acido galico e do galato de
dodecila sobre formas amastigotas em macrofagos derivados de
medula 6ssea de camundongos Balb/c. As monocamadas foram
incubadas por 48 horas com 10 uM de (A) acido galico; (B) galato de
dodecila ou (C) benzonidazol. (D) controle. A seta indica os amastigotas
intracelulares. Aumento: 200x (A, D) e 400x (B, C).
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5.3 Avaliacéo do efeito do tratamento combinado in vitro

Com base nos percentuais de inibicdo e nos valores de Clg
determinados nos ensaios anteriores com células Vero (Tabela 2), a
avaliacdo do efeito do tratamento combinado do galato de dodecila com
0 benzonidazol foi realizada utilizando-se a propor¢do de 1:10 de cada
um destes compostos, respectivamente. A Figura 9 mostra o efeito
isolado e combinado para quatro concentracdes distintas. Até a terceria
combinacdo (2:20 uM) houve um aumento na atividade tripanocida,
quando os dois compostos foram utilizados simultaneamente em
comparacdo a cada um deles isoladamente, na mesma concentragéo.
Este efeito foi maior (p<0,05) na primeira combinagéo (0,5:5 uM) para
ambos 0s compostos e na segunda combinacdo (1:10 uM) somente para
0 galato de dodecila. Desta forma, isoladamente o galato de dodecila a
0,5 UM e o benzonidazol a 5 UM ocasionaram, respectivamente, 20% e
49,5% de inibicdo. Quando combinados, nestas mesmas concentracoes,
o efeito tripanocida aumentou significativamente para cerca de 70%.

Utilizando o programa CompuSyn® foi determinado o index de
combinacdo que foi de 0,98 e 1,0 para as duas primeiras combinagdes,
respectivamente, mostrando que o aumento na atividade néo representa
sinergismo, mas sim, um efeito aditivo (Figura 10). Desta forma, os
valores de DRI (dose-reduction index) sugerem que, para um efeito
tripanocida in vitro de 97%, a dose do galato de dodecila pode ser
reduzida em 1,3 vezes e a do benzonidazol em 2,8 vezes, quando em
tratamento combinado.
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Figura 9. Avaliacdo do efeito tripanocida isolado e combinado do
galato de dodecila e do benzonidazol. Os valores representam a média
+ desvio padréo de trés réplicas em duplicata. GD= galato de dodecila;
BZ= benzonidazol. *p<0,05; ** p< 0,01; ***p<0,001 em relacdo ao
efeito combinado.
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Figura 10. Anélise do efeito combinado do galato de dodecila (GD) e
do benzonidazol (BZ), segundo o programa CompuSyn®. Fa= efeito
tripanocida; Cl= index de combinacdo. Observa-se que para o efeito de
68% e 87% observados nas duas primeiras combinagBes, o valor de
CI=1,0, sugerindo um efeito aditivo no tratamento combinado.
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5.4 Andlise das alteragdes ultraestruturais por MET induzidas pelo
galato de dodecila em formas epimastigotas e amastigotas
intracelulares

O galato de dodecila, por apresentar o maior indice de
seletividade (Tabela 2), foi selecionado para a investigacdo das
modificacBes ultraestruturais induzidas em formas epimastigotas e
amastigotas intracelulares de T. cruzi.

A anédlise ultraestrutural mostrou que as formas flageladas
(epimastigotas) ndo submetidas ao tratamento mantiveram todas as suas
caracteristicas classicamente descritas: forma alongada, flagelo terminal,
bolsa flagelar, ndcleo, mitocondria Unica contendo o cinetoplasto,
integridade de membranas celulares e organelas, inclusive de
reservossomos (Figura 11A).

Ap0s 48 horas de incubagdo com 50uM de galato de dodecila
(Figura 11C, D), os epimastigotas apresentaram altera¢cdes morfolégicas,
marcadas por uma expressiva perda de reservossomos e intumescimento
da mitocondria, mas 0 DNA do cinetoplasto (KkDNA) permaneceu
intacto. O citoplasma dos parasitos tratados apresentou muitos vacuolos
e com sinais de esvaziamento, sugerindo a presenca de poros na
membrana, o que precede a total lise das células ap6s 72 horas de
incubacéo com o galato de dodecila.

As células Vero infectadas e ndo tratadas apresentaram-se
intensamente parasitadas, contendo amastigotas integros nos quais
foram observados o classico flagelo curto e invaginado, nucleo e
cinetoplasto contido em sua Unica mitocondria (Figura 12A). O
tratamento com galato de dodecila a 2 uM por 48 horas reduziu
expressivamente a taxa de infec¢do por formas amastigotas em células
Vero, com sinais de intensa desintegracdo dos parasitos e consequente
vacuolizacdo da célula hospedeira (Figura 12D). Amastigotas residuais
apresentaram alteragdes no nucleo e na mitocdndria, assim como uma
expressiva deformagdo da membrana citoplasmatica (Figura 12C). Por
outro lado, nas células Vero ndo foram observados sinais significativos
de dano celular, confirmando a seletividade do composto (IS >50,
conforme consta na Tabela 2).
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Figura 11. Alteragdes ultraestruturais em formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi induzidas pelo galato de dodecila apds 48h de
incubacdo. A- controle, mostrando o nicleo (N), cinetoplasto (K),
complexo de Golgi (G), reservossomos (R) e mitocondria (M); B-
benzonidazol 50 uM de; C, D- galato de dodecila 50 uM. Observa-se
esvaziamento do citoplasma, diminui¢do no ndmero de reservossomos e
intumescimento da mitocéndria. Barras: 1 um em A, C, D e 0,5 um em
B.
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Figura 12. AlteracGes ultraestruturais em formas amastigotas de
Trypanosoma cruzi em células Vero induzidas pelo galato de
dodecila apds 48h de incubacdo. A- controle, mostrando o ndcleo (N),
cinetoplasto (K) e flagelo (F); B- benzonidazol 50 uM; D, E- galato de
dodecila 2uM. Observa-se intensa degradacdo dos parasitos e
vacuolizacdo da célula hospedeira (D) e expressiva degradacdo da
membrana plasmatica nos amastigotas residuais (C). Asteriscos brancos
indicam os amastigotas e 0s asteriscos pretos os amastigotas residuais.
Barras: 2 umem A, D; lumem C e 0,5 umem B.
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55 Ensaios de inibicdo in vitro da tripanotiona redutase
recombinante de T. cruzi (TCTR) e glutationa redutase (GR)

5.5.1 Expressao heteréloga e purificacdo da TcTR

A expressdo heterdloga de TcTR foi confirmada através de
SDS-PAGE pela visualizagéo, no extrato protéico soluvel bacteriano, de
uma banda proeminente de aproximadamente 55 kDa, a qual estad de
acordo com o esperado tedrico (Figura 13A). A proteina recombinante
foi purificada por cromatografia de afinidade em condigGes nativas, com
um rendimento de purificacdo de 155 pg a partir de 30 ml de cultivo.
Todos os passos referentes a purificacdo foram confirmados por western
blot utilizando anticorpo anti-HisTag, identificando na banda de ~55
kDa a presenca da cauda de seis histidinas conferidas pelo vetor de
expressdo (Figura 13B).

O material eluido da coluna foi submetido ao teste de atividade
enzimatica em diferentes concentragdes (Figura 14). Este ensaio revelou
gue a TcTR heterdloga foi expressa e purificada como uma enzima ativa
e, quando usada a 230 ng, manteve uma reacdo linear (r = 0,9964), cujo
delta de absorbéncia foi de 0,014/minuto, permitindo estabecer o uso de
230 ng de TcTR/pogo para os subsequentes ensaios de inibi¢do (Figura
14).

5.5.2 Ensaio de inibicdo da TcTR e GR

Na triagem, utilizando os compostos a 100 uM somente o acido
galico e o galato de decila reduziram a atividade da TcTR em mais de
50% (Figura 15). A curva de concentragdo dos compostos mostrou que o
galato de decila inibiu a TcTR até a concentragdo de 25 uM,
apresentando uma Cls, de 78,9 uM (Figura 16B). Ja o &cido galico foi
mais potente, apresentando uma Clsg de 45,6 uM (Figura 17). Esta
inibicdo induzida pelo acido gélico também foi maior do que aquela com
a clomipramina, que nas condi¢Ges experimentais testadas, apresentou
uma Clso de 63,6 uM (Figura 16A). Além disso, o acido galico inibiu
especificamente a TCTR, sem interferir na atividade da GR em nenhuma
das concentracGes utilizadas (Figura 17). Os compostos na auséncia da
enzima, ndo interferiram na absorbancia em nenhum dos ensaios
enzimaticos.

47



kba 1 2 3 4 5 6 7 89 23 4 5 6 7 8 9
200-'
97-
66-

44

nie
!

!

¢

{

29- W

17-

A B

Figura 13. SDS-PAGE (painel A) e western blot (painel B) da
tripanotiona redutase heteréloga de Trypanosoma cruzi. As canaletas
representam: 1- padrdo de peso molecular (Broad range marker- Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg); 2- sobrenadante do extrato bacteriano
apos sonicacdo; 3- proteinas que ndo se ligaram na coluna de afinidade;
4 e 5- primeira e segunda lavagem pés-coluna; 6 a 9- primeira a quarta
elui¢Bes contendo a TcTR purificada.
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Figura 14. Teste de atividade da TcTR ap6s a purificagdo e
padronizagdo da concentragdo enzimética para os ensaios de
inibicao.
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Atividade TcTR (%)

Figura 15. Triagem dos compostos com potencial inibitdrio da
TcTR. Todos os compostos, inclusive o inibidor (clomipramina), foram
utilizados a 100 pM.

A Clso = 63,62 pM

Atividade TcTR (%)
bR
N B D 0 o N
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Controle 12,5 25 50 100

Clomipramina

B Clso = 78,89+ 2,52 uM

Atividade TcTR (%)

Controle 12,5 25 50 100 Inibidor

Galato de Decila

Figura 16. Determinacdo da Clsy do inibidor clomipramina (painel
A) e do galato de decila (painel B) para TcTR. Os asteriscos
representam inibig&o significante (**p<0,01; ***p<0,001) em relacdo ao
controle.
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Figura 17. Avaliagdo do efeito inibitorio do acido galico aobre a
TcTR (barras escuras) comparado com a GR (barras claras). Os
inibidores utilizados para a TcTR e GR foram, respectivamente, a
clomipramina 100 uM e a carmustina (BCNU) a 10 uM. Os asteriscos
representam inibicéo significante (**p<0,01; ***p<0,001) em relagdo ao
controle.

5.6 Avaliacéo da atividade tripanocida in vivo na fase aguda

5.6.1 Triagem in vivo de compostos ativos (tratamento
agudo, clearance)

A expressiva atividade tripanocida in vitro e o relato da
administracdo do Aacido galico e seus ésteres em outros modelos
murinos, aparentemente sem toxidade, nos estimularam a testar, pela
primeira vez, a atividade tripanocida in vivo dos ésteres de galato tanto
no modelo agudo quanto cronico da infeccdo murina.

A avaliagdo inicial da atividade tripanocida na fase aguda foi
realizada segundo Filardi e Brener (1984), cujo método consiste em
avaliar a rapida diminuicdo da parasitemia ap6s 6 e 24 horas de um
tratamento agudo em dose Unica e alta (500 mg/kg). A administracdo
por via oral mostrou, contrariamente ao benzonidazol, que nenhum dos
galatos foi capaz de controlar a parasitemia e a mortalidade (Figura 18,
Tabela 4). O tempo médio de sobrevivéncia ap6s o tratamento
experimental variou entre 14 a 27 dias (Tabela 4). Nas primeiras 6 horas
apés o tratamento todos 0s grupos experimentais apresentaram
parasitemias mais elevadas do que o controle, cujos valores foram 2 a
2,5 vezes maiores nos animais que receberam os galato de octila, decila
e tetradecila. Entretanto, nas 24 horas seguintes ao tratamento, todos os
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grupos apresentaram parasitemias semelhantes ao controle, com excecao
dos animais tratados com benzonidazol, que ndo mostraram parasitos
circulantes (Figura 18). Para verificar se a administracdo pela via oral
poderia estar envolvida na ineficicia dos compostos, a via
intraperitoneal (i.p.) também foi avaliada. Entretanto, a administracdo
dos galatos pela via i.p. ocasionou uma rapida elevacdo da parasitemia e
mortalidade, cujo tempo médio de sobrevivéncia, ap6s o tratamento,
variou de menos de seis horas a seis dias (dados ndo mostrados). Diante
da ineficacia da via i.p, somada as manifestacbes de hipotermia,
emagrecimento, contracdo abdominal e baixa sobrevida apds a injec¢éo,
esta via de administracdo foi abandonada.

Embora a correspondéncia entre os resultados obtidos com este
método rapido de triagem e o método de tratamento convencional de
longa duracdo seja aceitavel, algumas discrepancias podem surgir. Desta
forma, o efeito tripanocida de um tratamento mais prolongado também
foi avaliado no modelo murino de infec¢éo aguda.
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Figura 18. Efeito do tratamento agudo (clearance) dos galatos sobre
a parasitemia de camundongos Swiss em fase aguda da infeccdo com
a cepa Y de Trypanosoma cruzi. Avaliagdo da parasitemia de
camundongos Swiss infectados com 10* tripomastigotas sanguineos da
cepa Y de Trypanosoma cruzi apds o tratamento agudo com 500 mg/kg
de diferentes galatos administrados por via oral, iniciado no 7° dia de
infeccdo. Os resultados representam a variacdo média da parasitemia de
10 animais em dois experimentos independentes. Os asteriscos
representam diminuicdo significante (*p<0,05; ***p<0,001) em relacédo
ao controle (veiculo: DMSO 10% + trigliceril).
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5.6.2 Avaliacdo da atividade tripanocida na fase aguda

O tratamento diario dos camundongos durante sete dias,
utilizando-se uma dose de 50 mg/kg, ndo alterou a taxa de sobrevivéncia
dos animais em relagdo ao tratamento agudo, com exce¢do do galato de
tetradecila que elevou a taxa de mortalidade de 20% para 70% (Tabela
4). Além disso, independentemente do tratamento ser iniciado no
segundo dia ap6s a inoculagcdo ou no pico parasitémico, nenhum dos
compostos foi capaz de alterar o curso da infeccdo e a sobrevida dos
animais (Figuras 18, 19; Tabela 4).
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—8— Galatode Tetradecila
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- = =Veiculo

2 4 7 10

Dias apos inicio do tratamento

Figura 19. Efeito dos galatos sobre a parasitemia de camundongos
Swiss infectados com a cepa Y de Trypanosoma cruzi ao longo de
sete dias de tratamento, iniciado 24 horas ap6s a infeccdo.
Camundongos Swiss foram infectados com 10" tripomastigotas
sanguineos e tratados v.o0. (gavagem) com 50 mg/kg/dia uma vez ao dia
durante sete dias consecutivos com diferentes ésteres de galato ou
benzonidazol. Os resultados representam a média de 10 animais em dois
experimentos independentes. ***p<0,001 representa diminuigdo
significante em relacéo ao controle (veiculo: DMSO 2,5% + trigliceril).
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Tabela 4. Avaliacdo da mortalidade de camundongos Swiss infectados
com a cepa Y de Trypanosoma cruzi submetidos a dois esquemas
terapéuticos com diferentes galatos administrados pela via oral,
monitorada até o 30° dia pds-tratamento. Os resultados representam a
média de 10 animais em dois experimentos independentes

Esquema terapéutico Percentual de Média de sobrevida
(inicio p.i.) sobreviventes p.i. em dias
(variacgéo)
500 mg/kg/ 1 dose (7° dia)
Acido galico 40 26,8 (24-30)
Galato de Octila 60 27,2 (22-30)
Galato de Decila 80 24,8 (21-30
Galato de Undecila 40 14,6 (9-30)
Galato de Dodecila 60 21,8 (17-30)
Galato de Tetradecila 80 21 (19-30)
Benzonidazol 100 30
Veiculo 20 23,5 (14-30)
50 mg/kg/ 7 doses (2° dia)
Acido galico 60 21,3 (7-30)
Galato de Octila 60 24,8 (8-30)
Galato de Decila 60 23,1 (4-30)
Galato de Undecila 40 20,3 (6-30)
Galato de Dodecila 50 20,6 (6-30)
Galato de Tetradecila 30 18 (6-30)
Benzonidazol 100 30
Veiculo 40 19 (9-30)

p.i.= pos infecgéo.
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A despeito dos resultados frustrantes no modelo agudo da doenga
de Chagas murina, o estimulo para investigar o efeito tripanocida dos
galatos no modelo crbnico se baseou nos seguintes motivos: 1) maior
atividade in vitro sobre amastigotas intracelulares (predominantes na
fase cronica) do que sobre formas tripomastigotas sanguineas; 2)
confirmacdo desta atividade tripanocida in vitro frente a formas
amastigotas interiorizadas em macréfagos murinos derivados de medula
6ssea; 3) evidéncias in vitro de um mecanismo de acéo direto sobre 0s
parasitos; 4) caréncia de farmacos eficazes na fase crnica da doenca de
Chagas humana, na qual ocorre a maioria dos diagndsticos.

5.7 Avaliacdo da atividade tripanocida na fase crénica

O efeito tripanocida dos galatos na fase crénica foi realizado
utilizando-se o galato de dodecila por ja estar disponivel
comercialmente, dispensando a etapa adicional de esterificacdo. O cido
galico, embora ndo tenha apresentado atividade tripanocida, foi utilizado
como um controle adicional. Uma vez que um efeito aditivo foi
observado nos ensaios in vitro (Figuras 9, 10), a possiblidade de utilizar
uma dose reduzida do benzonidazol (5 mg/kg) associado ao galato de
dodecila também foi avaliada. Para tanto, grupos de 10 a 15
camundongos Swiss foram inoculados i.p. com 50 tripomastigotas
sanguineos. Apds sete dias, a infeccdo foi confirmada em todos os
animais pelo exame a fresco. Com o intuito de prevenir a mortalidade e
possibilitar a cronificacdo, os camundongos foram tratados oralmente
com uma dose de 100 mg/kg de benzonidazol. Esta dose diminuiu a
parasitemia, mas ndo proporcionou a cura, como comprovado por um
novo exame a fresco de sangue realizado cinco dias apds o tratamento
agudo, no qual todos os animais apresentaram-se positivos. A fase
crénica foi confirmada pela parasitemia subpatente e sorologia positiva,
60 dias apds a infeccdo, quando foi instituido o tratamento com os
compostos em teste (50 mg/kg/dia, durante 28 dias consecutivos).

Durante o tratamento, nenhum camundongo apresentou exame a
fresco positivo e todos completaram o tratamento. Apds o tratamento,
somente em animais imunossuprimidos com ciclofosfamida foi
observado o retorno da parasitemia patente, caracterizando a falha
terapéutica. Entre estes animais que reagudizaram, trés pertenciam ao
grupo tratado com o veiculo e um camundongo a cada um dos grupos
tratados com &cido galico, galato de dodecila isolado e combinado com
benzonidazol (Tabela 5). Todos os animais que evoluiram a ébito
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tinham sido submetidos a ciclofosfamida, apresentando expressiva perda
ponderal e estado geral debilitado (Tabela 5).

Sessenta dias ap6s o término do tratamento, 0s animais
sobreviventes e com exame a fresco persistentemente negativo, foram
submetidos a hemocultura e a coleta de sangue perférico para posterior
PCR. Em seguida, foram sacrificados para a avaliacdo histopatoldgica e
gPCR.

Com excecdo do grupo que recebeu benzonidazol a 100 mg/kg,
todos os demais apresentaram hemoculturas positivas. O percentual de
positividade foi de 37,5% para o grupo tratado com acido galico; 76,9%
para 0 grupo tratado com galato de dodecila; 69,2% para 0 grupo que
recebeu o tratamento combinado; 70% para o grupo tratado com
benzonidazol a 5 mg/kg e 85,7% para o grupo controle (Tabela 5). O
maior nimero de hemoculturas positivas foi observado no 45° dia de
cultivo, sugerindo uma carga parasitaria homogénea entre 0s grupos
experimentais (Figura 20). Ap6s 60 dias de cultivo ndo foram
observadas hemoculturas positivas até o final da analise (120 dias).

Animais com hemocultura negativa também foram avaliados
por PCR de sangue periférico. A PCR (Figura 21) revelou taxas de
positividade variando entre 40% a 100% entre os camundongos com
hemocultura negativa. Os animais que tiveram sucessivos exames
parasitolégicos e PCR negativos ap6s o tratamento foram considerados
“curados”. Desta forma, observou-se uma expressiva falha terapéutica
nos grupos experimentais quando comparados ao tratamento
preconizado com benzonidazol. Curiosamente, o benzonidazol a 5
mg/kg sozinho foi mais efetivo do que quando combinado com o galato
de dodecila (Tabela 5).

A avaliacdo histopatoldgica de diferentes 6rgdos mostrou
auséncia de ninhos de amastigotas em todas as amostras, possivelmente
pela baixa carga parasitaria inerente ao modelo crénico. Embora o
parasito ndo tenha sido visualizado, a maioria (87,5%) dos animais do
grupo veiculo apresentou significativos focos de infiltrado
mononuclear/linfomononuclear, com tendéncia a confluéncia, sugerindo
infeccdo ativa (Tabela 6; Figura 22D). Além disso, nos cortes
histolégicos de dois camundongos que reagudizaram apds a
administracdo de ciclofosfamida, foi observada a presenca de um
moderado infiltrado linf6ide perivascular com presenga de mondcitos no
cortex (ndo mostrado), compativel com o quadro de meningoencefalite
chagasica. Por outro lado, a analise histopatolégica dos camundongos
tratados com o 4cido gélico ou com o benzonidazol (100 mg/kg),
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mostrou auséncia de infiltrado inflamatério e integridade do tecido
cardiaco e muscular esquelético em 100% das amostras (Tabela 6,
Figura 22A e C). De forma semelhante, a maioria dos camundongos
tratados com o galato de dodecila isoladamente (71%) ou em
combinacdo com o benzonidazol (83,3%) também nédo apresentou focos
inflamatoérios nas amostras analisadas (Tabela 6; Figura 22B e D).
Embora quatro animais (28,6%) tratados com o galato de dodecila
tenham apresentado inflamagdo, geralmente perivascular, o grau foi
muito discreto, quando comparado com o0s animais ndo tratados
(veiculo) (Figura 22B e D). Este achado é intrigante, visto que, a
despeito destes animais nédo terem sido curados, como comprovado pela
hemocultura e PCR, apresentavam um menor grau ou até mesmo
auséncia de inflamacéo, sugerindo um possivel papel imunomodulador
ou anti-inflamatoério dos galatos no curso da infeccdo murina pelo T.
cruzi.

Tabela 5. Efeito do tratamento isolado e combinado do galato de
dodecila e do benzonidazol sobre a sobrevivéncia e cura parasitoldgica
de camundongos Swiss cronicamente infectados com a cepa Y de
Trypanosoma cruzi

Ap6s o tratamento

Compostos A fresco Mortalidade Hemocultura PCR Neg/total
pos/total [total pos/total pos/total (%)
(%) (%) (%) (%)
Acido galico 1/10 (10) 1/10 (10) 3/8 (37,5) 5/5 (100) 0/10 (0)
Galato de Dodecila 1/15 (6,7) 1/15 (6,7) 10/13 (76,9) 2/3(66,6)  1/15 (6,6)
Galato de Dodecila + BZN  1/15 (6,7) 1/15 (6,7) 9/13 (69,2) 3/4 (75) 1/15 (6,6)
BZN 5 mg/kg 0/10 (0) 0/10 (0) 7/10 (70) 0/3 (0) 3/10 (30)
BZN 100 mg/kg 0/10 (0) 0/10 (0) 0/10 (0) 4/10 (40)  6/10 (60)
Veiculo 3/10 (30) 2/10 (20) 6/7 (85,7) 1/1(100)  0/10 (0)

BZN= benzonidazol; pos= positivos; neg= negativos.
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Figura 20. Perfil temporal da positividade de hemoculturas de
camundongos Swiss cronicamente infectados com a cepa Y de
Trypanosoma cruzi realizadas 60 dias apds o término do tratamento
experimental.

Figura 21. Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% representativa
do produto de PCR de sangue periférico de camundongos Swiss
cronicamente infectados com a cepa Y de Trypanosoma cruzi apos
tratamento experimental. 1- padrdo de peso molecular; 2- controle
positivo (DNA T. cruzi); 3 a 6- animais tratados com &cido gélico;
galato de dodecila; galato de dodecila + benzonidazol; benzonidazol
100mg/kg, respectivamente; 7- controle negativo (naive); 8- controle
negativo (agua).
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Tabela 6. Achados histopatolégicos em cortes seriados de coracdo e
musculo esquelético de camundongos cronicamente infectados com a
cepa Y de Trypanosoma cruzi ap6s tratamento experimental. Os
resultados expressam o percentual de animais com auséncia de
inflamacédo (-), inflamacdo discreta (+) com caracteristica focal (F) ou

difusa (D)
Tratamento Coragéo Mdsculo N°dtgtal
- - e D . o e D animais
Acido gélico 100 0 0 0 100 0 0 0 9
Galato de dodecila 714 28,6 100 0 64,3 35,7 100 0 14
Galato de dodecila + BZN 83,3 16,7 0 100 83,3 16,7 100 0 12
BZN 5 mg/kg 80 20 100 0 80 20 100 0 10
BZN 100 mg/kg 100 0 0 0 100 0 0 0 10
Veiculo 125 875 143 85,7 50 50 25 75 8

BZN= benzonidazol
Percentual em relagdo ao nimero total de animais do grupo
*Percentual em relagio ao nimero de animais com inflamagao.
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Figura 22. Corte histologico de tecido cardiaco de camundongos
Swiss cronicamente infectados com a cepa Y de Trypanosoma cruzi
60 dias apos o término do tratamento experimental com (A) acido
galico; (B) galato de dodecila; (C) benzonidazol; (D) veiculo. A seta
indica o infiltrado inflamatério. Coloracdo H&E, aumento 100x (A-D)
ou 400x (‘A-'D).
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Figura 23. Corte histologico representativo de tecido muscular
esquelético (A, B) e cardiaco (C-E) de camundongos Swiss apds trés
meses de infeccdo com a cepa Colombiana de Trypanosoma cruzi e
submetidos ao tratamento experimental com (A, C) galato de
dodecila ou (B, D) veiculo. (E) naive. A seta indica o infiltrado
mononuclear/linfomononuclear e o retdngulo destaca um ninho de
amastigotas. Coloragdo H&E, aumento 100x (A-E) ou 400x (A- E).
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5.8 Avaliacéo do potencial anti-inflamatério na infeccao
experimental pelo T. cruzi

O papel imunomodular e/ou anti-inflamatdrio dos galatos foi
investigado no modelo murino frente a cepa Colombiana de T. cruzi, a
qual é resistente ao benzonidazol e induz expressiva miocardite e
miosite. Camundongos Swiss foram infectados com 1.000
tripomastigotas de cultura, sendo que a infeccdo foi confirmada pelo
exame a fresco em todos os animais no 18° dia p.i. Ap6s dois meses,
grupos de oito camundongos receberam o galato de dodecila (50
mg/kg/dia) ou o veiculo (DMSO 2,5% + trigliceril) por 21 dias
consecutivos. Paralelamente, um grupo de animais ndo infectados e ndo
tratados (naive) foi utilizado como controle adicional. Para a anélise
histopatolégica e perfil de citocinas transcritas, trés a quatro
animais/grupo foram sacrificados antes, durante e no final do tratamento
(cerca de trés meses p.i).

As andlises histopatoldgicas mostraram intensa inflamacdo em
ambos os tecidos de ambos os grupos (Figura 23A-D), com uma discreta
diminui¢do no grupo tratado com o galato de dodecila (Figura 23C). Foi
observado um predominio de infiltrado linfocitico com presenca de
macréfagos e plasmoécitos, sugerindo infeccdo ativa, a qual foi
confirmada pela visualizagdo de amastigotas teciduais (Figura 23B) em
ambos 0s grupos.

O perfil de citocinas transcritas no tecido cardiaco mostrou que
a infeccdo induziu um aumento de IL-10, TNF e IFN-y, quando
comparado ao grupo naive (Figura 24). Embora os niveis de RNAm de
IL-10 (anti-inflamatdria) tenham permanecido elevados nos primeiros
10 dias de tratamento com o galato de dodecila, os mesmos igualaram-se
ao grupo controle (veiculo) no final. Os niveis de TNF (pro-
inflamat6ria) ndo variaram entre 0S grupos experimentais. Por outro
lado, camundongos tratados com o galato de dodecila apresentaram
expressiva diminuicdo dos niveis de RNAm de IFN-y (pro-inflamatéria)
ao final de 21 dias de tratamento. A estimativa da carga parasitaria no
tecido cardiaco dos animais através de gPCR ndo se mostrou adequada
uma vez que animais com histopatolégico positivo apresentaram
resultado de qPCR negativo.

61



IL-10

TNF IFN-g

RQ
IS
RQ

N I 6D VvV GD Vv ONIGDVGDV
0 10dias 21 dias 0 10dias 21 dias 0 10dias 21 dias

Figura 24. Perfil de transcri¢do génica no tecido cardiaco de
camundongos Swiss apés trés meses de infeccdo com a cepa
Colombiana de Trypanosoma cruzi ao longo de 21 dias de
tratamento com o galato de dodecila (GD) ou veiculo (V). Os valores
expressam a média = SD da quantidade relativa (RQ) de RNAm das
citocinas IL-10, TNF e IFN-y detectados por RT-gPCR em relagdo ao
grupo naive (N).
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6. DISCUSSAO

A doenca de Chagas necessita urgentemente de mais opcdes de
tratamento, visto que os dois farmacos de uso clinico (benzonidazol e o
nifurtimox) foram introduzidos ha mais de 40 anos e ambos tém falhado
no controle da doenca, apresentam limitada eficicia na fase crbnica
(apresentacdo mais frequente da doenga), requerem longos periodos de
tratamento (60 dias para 0 benzonidazol e 90 dias para o nifurtimox) e
tém efeitos colaterais severos. Além disso, o nifurtimox também pode
causar convulsdes e outras desordens do sistema nervoso central
(CLAYTON, 2010a). Somado a tudo isso, ha também o fato de que muitas
comunidades residentes em areas rurais de paises endémicos ndo terem
acesso a infraestrutura de suporte, que possa permitir ao paciente o
tratamento completo, o que reduz ainda mais a eficacia do farmaco e
pode induzir resisténcia.

Para a industria farmacéutica, que é responsavel pela maioria
das pesquisas e desenvolvimento de farmacos, investir em novos
medicamentos para o tratamento das doencas negligenciadas representa
um elevado custo e risco. Tal argumento € sustentado pelo fato de que
paises desenvolvidos oferecem incentivos de mercado vidveis para a
pesquisa e desenvolvimento de farmacos destinados a outras doencas,
tanto pelo mercado de compra individual quanto por programas estatais
de salde publica. Na Europa, por exemplo, esse mercado cobre dois
tercos dos custos dos medicamentos desenvolvidos para 80 a 100% da
populagdo, em contraste com 35% na América Latina e menos de 8% na
Africa (BOUTAYEB, 2007). Em termos de valores, isso representa um
gasto publico com medicamentos em torno US$ 239 per capita por ano
nos paises pertencentes a Organizagdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD), sendo um forte incentivo para o
desenvolvimento de medicamentos para este mercado. Contrariamente, a
maioria dos paises em desenvolvimento gasta menos de US$ 20 per
capita por ano (menos de US$ 6 na Africa sub-Sahariana) em todos 0s
programas de salde (TROUILLER et al., 2002). Levando em consideracao
que de cada 10.000 moléculas farmacologicamente testadas, apenas uma
chega as farmécias, demandando em média 12 anos de estudo e um
investimento em torno de US$ 800 milhdes, o baixo gasto publico com
medicamentos para as doencgas tropicais resulta em um mercado
demasiadamente pequeno para atrair investimentos privados em
pesquisa e desenvolvimento para estas doencas (HENRIQUES et al.,
2005).
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A Fundacdo Global de Inovagdo para Doencas Negligenciadas
(G-FINDER), em um levantamento feito em 2009, mostra que dos US$
132 milhdes gastos globalmente em 2008 com doengas causadas por
parasitos da ordem Kinetoplastidae, somente US$ 15,6 milhdes foram
destinados a pesquisa em doenca de Chagas, sendo que a maioria deste
investimento foi direcionada para a pesquisa bésica, totalizando menos
que US$ 5 milhdes para o desenvolvimento de novos métodos de
diagnéstico, farmacos e vacinas (CLAYTON, 2010b).

Desta forma, a busca por moléculas eficazes no combate as
doencas negligenciadas permanece, na maioria das vezes, no ambito da
pesquisa académica, sendo que, frequentemente, o estudo encerra-se na
pesquisa basica e ndo avanga para 0s ensaios in vivo e clinicos.

No presente trabalho, foi avaliado o potencial terapéutico do
acido galico e ésteres de galato para o tratamento da infeccdo
experimental pelo T. cruzi. A base para este estudo foi o trabalho
realizado anteriormente por Albino (2005), no qual foi investigado o
efeito tripanocida in vitro de 28 polifendis, sendo que os ésteres de
galato mais ativos (contendo entre 8 a 14 carbonos) foram obtidos
comercialmente e utilizados no presente estudo.

Inicialmente, foram conduzidos experimentos in vitro com
formas tripomastigotas sanguineas e amastigotas intracelulares, ambas
clinicamente relevantes por estarem presentes na infeccdo humana.
Semelhante as observacdes de Albino (2005), os resultados do presente
estudo mostraram que os ésteres de galato a 50 uM causaram 45% a
60% de mortalidade em tripomastigotas sanguineas (Tabela 1).
Entretanto, nenhum dos compostos foi mais ativo do que o
quimioprofilatico violeta de genciana, o qual continua sendo, desde
1953, a Unica substancia disponivel para a esterilizacdo de bolsas de
sangue contaminadas pelo T. cruzi. Embora a violeta de genciana seja
utilizada em baixas concentra¢des (0,6 nM/litro), eliminando totalmente
0 parasito ap6s 24 horas de incubacédo a 4°C, seu uso tem a desvantagem
de ocasionar coloragdo de pele e mucosa do individuo receptor e,
ocasionalmente vomito e alteracBes gastrointestinais (CLAYTON,
2010a).

Desta forma, a busca por novas moléculas que possam ser
utilizadas na prevencao da transmissdo chagasica transfusional continua
sendo relevante, sobretudo nos paises que registram taxas de sorologias
positivas para T. cruzi acima de 25% em doadores de sangue, assim
como em regides ndo endémicas que recebem muitos imigrantes latinos
(CAMARGO, 1992; SCHMUNIS, 1999, 2007). Diversos compostos ja
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foram descritos na literatura como sendo potenciais quimioprofilaticos,
entre eles o antibidtico anfotericina B (CRUZ et al, 1980), a
aminoquinolina WR6026 (CHIARI et al., 1996; MORAES-SOUZA et al.,
2002) e, mais recentemente, a arilimidamida DB766 (BATISTA et al.,
2010). Embora muitas moléculas efetivas contra as fomas
tripomastigotas tenham sido descritas na literatura, o uso delas como
quimioprofilatico é, na maioria das vezes, inviavel por diversas razdes,
tais como: inatividade a 4°C (temperatura requerida para a preservagédo
das bolsas de sangue), inducdo de hemodlise, interferéncia com
componentes sanguineos (eletrélitos, como Na e K, gases), inducdo de
efeitos colaterais, entre outros.

Os resultados do presente estudo mostraram que o0s ésteres de
galato, principalmente o galato de dodecila, sd0 mais potentes contra
formas amastigotas intracelulares do que contra formas flageladas
extracelulares. Embora ndo tenha sido realizado nenhum estudo para
verificar 0 mecanismo de interiorizacdo celular dos ésteres de galato, €
possivel supor que as diferencas bioquimicas das membranas celulares
do parasito e da célula hospedeira, ou 0s mecanismos distintos de
captagdo efou metabolizacdo podem estar envolvidos na
biodisponibilidade destes compostos nos modelos in vitro e,
consequentemente interferindo em sua atividade bioldgica. A presenca e
o tamanho da cadeia alquilica no acido galico esta relacionada com
caracteristicas de lipossolubilidade e, consequentemente pode conferir
diferentes graus de permeabilidade celular. Masaki e colaboradores
(1997) observaram que ésteres de galato protegem as células
fibroblasticas da derme dos danos provocados pelos radicais hidroxila e
peroxido de hidrogénio, sendo que este efeito protetor depende do
tamanho da cadeia carbbnica. Por outro lado, Kubo e colaboradores
(2002a), ao testarem uma série de ésteres de galato sintéticos (galatos de
hexila, heptila, octila, nonila, decila, undecila, dodecila e tridecila)
contra Salmonella choleraesuis, em um modelo completamente
diferente do trabalho anterior, ndo observaram correlacdo entre o
tamanho da cadeia alquilica e a atividade antibacteriana dos compostos.
Entre 13 ésteres de galato avaliados por Albino (2005), seis deles
(contendo cadeia alquilica variando de 6 a 14 carbonos) foram ativos
contra formas epimastigotas de T. cruzi, sendo que os galatos com
menos de 10 carbonos ndo foram capazes de inibir a proliferacdo de
amastigotas intracelulares em células Vero, sugerindo uma maior
dificuldade de permeacédo destes ésteres na célula hospedeira.
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Kolodziej e colaboradores (2001) ao avaliarem a atividade
leishmanicida in vitro de diferentes taninos hidroliziveis, observaram
que nenhum dos polifendis avaliados foi significantemente toxico para
formas extracelulares (promastigotas), mas apresentaram uma
pronunciada atividade (Clsy <0,4-12,5 pug/ml) contra formas amastigotas
de L. major em células RAW. Os autores também investigaram a
ativacdo de vias microbicidas como NO, IFN-y e TNF-a e encontraram
uma correlacdo positiva entre a ativacdo do macrofago e a atividade
antiparasitaria para os elagitaninos, assim como para o acido galico e o
galato de metila. Desta forma, os autores sugeriram que a maior
atividade contra as formas intracelulares de L.major poderia estar
relacionada a ativacdo destas vias microbicidas por estes compostos.
Kiderlen e colaboradores (2001) ao avaliarem a atividade leishmanicida
de polifendis em macrofagos murinos derivados de medula éssea,
mostraram que estes compostos foram capazes de induzir moderada
producdo de NO (7-54 pM). Entretanto, esses mesmos autores
mostraram que a inibicdo da NO sintase ndo alterou a atividade
leishmanicida intracelular destes polifendis. No presente estudo, apesar
da significativa atividade tripanocida dos galatos de decila e dodecila
(Tabela 3), ndo foi detectada a producdo de NO nos sobrenadantes das
culturas de macr6fagos murinos derivados de medula dssea. Em
conjunto, estes resultados sugerem que a acdo leishmanicida e
tripanocida destes compostos independe do efeito adicional da via
microbicida mediada por NO em macréfagos.

Ferreira e colaboradores (1988) ao testarem o efeito tripanocida
de alguns compostos fendlicos, observaram uma correlacdo positiva
entre inibi¢do da cadeia respiratoria e reducdo da proliferagdo de formas
epimastigotas de T. cruzi (cepas Tulahuen, Y e o clone Dm28c), assim
como para formas prociclicas e tripomastigotas sanguineas de T. brucei
brucei. Os autores sugeriram que alguns compostos fendlicos, inclusive
os galatos de metila e propila, podem interromper o transporte de
elétrons mediado por ubiquinona/ubiquinol, mimetizando a coenzima-Q,
cujo mecanismo de acdo foi proposto anteriormente por Grady e
colaboradores (1986) para T. brucei. Entretanto, nos estudos de Albino
(2005), estes mesmos galatos ndo foram ativos contra formas
epimastigotas da cepa Y de T. cruzi.

A privacdo de oxigénio leva a uma inabilidade de produzir
energia a partir da cadeia de transporte de elétrons, resultando no
aumento da permeabilidade da membrana e edemaciamento
mitocondrial. O edema mitocondrial é um elemento chave na patogénese
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de lesdo irreversivel da célula levando a morte celular por lise (SMITH et
al., 2007). No presente estudo, o envolvimento da cadeia respiratéria na
toxicidade in vitro do T. cruzi pelos ésteres de galato ndo foi avaliada.
Entretanto, a andlise ultraestrutural mostrou que o galato de dodecila
ocasionou edemaciamento da mitocondria e lise celular (Figuras 11D,
12D). Embora estes efeitos possam ser consequéncia de diversos outros
alvos de acdo, estes resultados, em conjunto com os dados da literatura,
sugerem que o bloqueio da cadeira respiratdria precisa ser melhor
investigado como um possivel mecanismo de acdo na atividade
tripanocida dos ésteres de galato.

Diferentes abordagens tém sido empregadas na investigacdo do
mecanismo de acdo e na descoberta de alvos especificos para o
desenvolvimento de farmacos para a doenca de Chagas. Neste contexto,
a microscopia eletrénica vem se estabelecendo como uma importante
ferramenta, cujas analises de modificagdes ultraestruturais podem
apontar importantes alvos contra organelas ou vias metabdlicas e, até
mesmo, elucidar ou dar indicios do mecanismo de acdo envolvido em
compostos ativos contra o T. cruzi (RODRIGUES; DE SOUZA, 2008;
MENNA-BARRETO et al., 2009; VANNIER-SANTOS; DE CASTRO, 2009).

Os tripanosomatideos apresentam uma Unica mitocondria, que
se estende por todo o corpo do protozodrio, ocupando aproximadamente
12% do volume celular. O DNA mitocondrial se organiza em maxi e
minicirculos, que se concentram logo abaixo da regido do corpusculo
basal, dando origem a uma estrutura denominada de cinetoplasto. Na
presenca de compostos intercalantes de DNA, como a acriflavina e o
brometo de etideo, observa-se uma dispersdo do DNA mitocondrial por
toda a organela e, portanto, o cinetoplasto ndo é visualizado (DE SOUZA,
2000). Sendo assim, a manutencao da integridade do cinetoplasto, apesar
do intumescimento da mitocbndria, observada no presente estudo,
sugere que 0 mecanismo de acdo tripanocida do galato de dodecila seja
distinto daquele dos intercalantes de DNA.

Além do impacto sobre a mitocondria, também foi observada
uma expressiva diminuicdo no ndmero e na densidade dos
reservossomos em epimastigotas tratados, em comparacdo ao controle
ndo tratado. Os reservossomos, presentes exclusivamente em
epimastigotas, sdo compartimentos pré-lisossomais com funcdo de
acumular macromoléculas, como lipideos e proteinas, ingeridas por
endocitose (SOARES, 1999). Quando o0s parasitos sdo incubados em um
meio de cultura pobre em nutrientes, 0s reservossomos desaparecem
gradualmente, desencadeando o processo de transfomacdo de formas
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epimastigotas em tripomastigotas infectivos e ndo proliferativos
(SOARES, 1999). Portanto, a diminuicdo da densidade e/ou do nimero
destas organelas pode ser correlacionada com a deple¢do do estoque de
macromoléculas exdgenas ou, ainda, com a diminui¢do no metabolismo
de biossintese de lipideos e proteinas (CUNHA-SILVA et al., 2002). No
presente estudo, além das alteracbes nos reservossomos, foram
observadas alteragdes na fluidez da membrana, levando ao esvaziamento
do citoplasma e da mitocondria, eventos estes que precederam a total
lise celular. Observacbes semelhantes foram descritas por Dantas e
colaboradores (2006) ao avaliarem a atividade tripanocida do prépolis,
rico em compostos fendlicos, e o0s autores sugeriram o
comprometimento da biossintese de lipideos como possivel causa destas
mudancgas estruturais. Alteracdes semelhantes foram relatadas nos
estudos com inibidores da biossintese do ergosterol, tais como o
cetoconazol, itraconazol e posaconazol (LAZARDI et al., 1990; URBINA et
al., 1988a,b;1991; DOCAMPO; SCHMUNIS, 1997). Estes dados, somados
ao fato de alguns ésteres de galato, sobretudo o galato de dodecila,
serem potentes inibidores da esqualeno epoxidase, enzima envolvida na
via metabolica do esterol (ABE et al., 2000) sugerem a necessidade de
maiores estudos para avaliar uma possivel interferéncia dos galatos na
biogénese de ergosterol em T. cruzi

Além da via de biossintese do ergosterol, outros alvos também
podem estar envolvidos e precisam ser investigados. Em um dos poucos
estudos sobre a atividade antiparasitaria do acido galico, Nose e
colaboradores (1998) sugeriram que 0 mecanismo envolvido na
destruicdo in vitro de formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei
brucei é a formacdo de intermediarios reativos de oxigénio (ROISs).
Além disso, o &cido galico e seus ésteres possuem uma fragdo pirogalol,
cuja capacidade de produzir ROIs por auto-oxidacdo ja foi descrita
(MARKLUND; MARKLUND, 1974).

A protegdo contra o estresse oxidativo em tripanosomatideos é
majoritariamente realizada pelas rea¢fes de oxirreducdo da TR, a qual
estd localizada principalmente no citoplasma e na mitocondria do
parasito (MEZIANE-CHERIF et al., 1994). Por ser um alvo validado para o
desenho racional de moléculas ativas contra tripanosomatideos, diversos
inibidores reversiveis e irreversiveis da TR ja foram descritos. Em uma
ampla revisdo, Duschak e Couto (2007) destacaram alguns compostos
triciclicos (como a clomipramina), alguns derivados de poliaminas,
quinolinas e nitrofuranos, bem como algumas nitrosouréias e
aminodifenilsulfetos como importantes inibidores da TR. A
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identificacdo de inibidores da TR, realizada por Inhoff e colaboradores
(2002) geraram uma patente (WO0050431A1, 2000) para 0s compostos 9-
aminoacridina e terpiridina.

Com o propésito de avaliar o efeito inibitorio dos galatos sobre
esta enzima chave, o gene completo da TR de T. cruzi foi clonado e
expresso em E. coli como uma proteina solivel e ativa. Nossos
resultados mostram que, a despeito da expressiva atividade tripanocida
in vitro dos ésteres de galato, estes compostos ndo inibiram de forma
seletiva a TcTR. Contrariamente, o acido galico, inativo contra o
parasito, apresentou uma significativa inibicdo da enzima recombinante
(Clsg = 45,6 uM) semelhante ao controle clomipramina (Clsg - 63,6 UM)
nas condi¢des experimentais testadas. A clomipramina, um
antidepressivo triciclico, é classicamente utilizada como controle nos
ensaios de inibicdo enzimatica da TR, cuja Clsg varia entre 6,15 a 12,5
MM (BONNET et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2008). Entretanto, no presente
estudo o efeito inibitério da clomipramina somente foi observado em
concentra¢Bes mais elevadas (Figura 16A).

O efeito inibitério do acido galico foi seletivo para a TcTR, em
comparagdo com a GR, enzima de funcdo semelhante em mamiferos
(Figura 17). Embora a GR utilizada em nosso estudo seja proveniente de
S. cerevisae, a comparagdo com a GR humana, com base no programa
BLASTp, mostrou que elas apresentam 64% de similaridade entre si,
sendo que a por¢do N-terminal da GR humana possui uma adi¢do de 63
aminoacidos, o que confere a maior diferenca entre elas. Como esta
sequéncia polipeptidica ndo estd relacionada a atividade enzimatica é
plausivel supor que o &cido galico também néo interfira na atividade da
GR humana.

Desde que a TR foi descrita e apontada como um importante
alvo terapéutico, um consideravel nimero de artigos cientificos discute a
correlacdo entre os inibidores in vitro da TR com a atividade
antiparasitaria. A avaliagdo do efeito tripanocida da clomipramina
mostrou atividade in vitro (DE BARIOGLIO et al., 1987) e in vivo
(RIVAROLA et al., 2001) contra a cepa Tulahuen, assim como efeito
supressor da parasitemia, da lesdo cardiaca e das taxas de mortalidade
em camundongos infectados com uma cepa recém isolada de um
paciente da Argentina (RIVAROLA et al., 2005). Por outro lado, Girault e
colaboradores (2001) mostraram que diferentes aminodifenilsulfetos
foram potentes inibidores da TR (Clsy = 0,25 a 0,75 pM), mas nao
observaram uma correlacdo entre o efeito inibitério da TR com a

69



atividade antiparasitaria in vitro contra formas amastigotas intracelulares
de T. cruzi e L. infantum e tripomastigotas sanguineos de T. brucei.

Portanto, o uso destes inibidores em ensaios in vitro e in vivo
contra diferentes tripanosomoatideos patogénicos tem apresentado
resultados controversos e, em geral, acabam apontando uma baixa ou até
a auséncia de correlacdo tangivel entre os ensaios de inibicdo enzimatica
X bioldgicos. No presente estudo, o composto com o maior potencial
inibitdrio da TcTR foi o &cido galico, o qual ndo apresentou atividade
tripanocida in vitro em nenhuma das concentragdes testadas. A auséncia
desta bioatividade do &cido galico pode ser devida, em parte, a sua baixa
permeabilidade celular, sendo que a esterificacdo do &cido galico é
amplamente descrita como uma importante forma de aumentar a
lipofilicidade e consequentemente, sua bioatividade. Desta forma, o
efeito tripanocida dos ésteres de galato poderia estar relacionado com a
maior permeacdo destes compostos no ambiente intracelular. Uma vez
interiorizados, estes ésteres podem ser hidrolisados e o acido galico livre
desempenhar seu papel tripanocida.

A biodisponibilidade dos compostos e o acesso ao alvo
terapéutico sdo normalmente apontados como a causa da falta de
correlacdo entre inibicdo enzimatica in vitro e atividade bioldgica
(IRIGOIN et al., 2008). H& também a questdo da abundancia da enzima-
alvo, o que pode requerer a manutencdo de altas concentragcdes do
composto no ambiente intracelular, tanto de inibidores reversiveis
quanto irreversiveis, visto que o inibidor precisa superar uma rapida
sintese de novo da enzima-alvo (DUSCHAK; COUTO, 2007).
Particularmente no caso da TR, estudos de delecdo génica em T. brucei
revelaram que a manutencdo de 10% da atividade da TR é suficiente
para manter a viabilidade deste parasito, indicando que niveis baixos da
enzima sdo suficientes para manter a tripanotiona em seu estado
reduzido, em meios de cultivo convencionamente utilizados (KRIEGER
et al., 2000). Desta forma, os problemas de biodisponibilidade dos
compostos, somados ao fato da atividade da TR ter que ser reduzida em
mais de 90%, podem ser a razdo para a baixa eficacia demonstrada pelos
inibidores desta enzima na maioria dos ensaios bioldgicos.

Neste estudo, nos ensaios de atividade tripanocida contra
formas intracelulares em células Vero, observou-se que todos os ésteres
de galato foram mais ativos do que o benzonidazol contra ambas as
cepas (Figura 6, Tabela 2), sendo que a cepa Colombiana (resistente ao
benzonidazol in vivo), foi cerca de quatro vezes mais sensivel do que a
cepa Y (Tabela 2, Figura 6). Este resultado estd de acordo com as
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observagdes anteriormente feitas por Neal e van Bueren (1988) e
refletem a falta de correlacdo entre a sucetibilidade in vitro e in vivo a
diferentes compostos, inclusive aos farmacos benzonidazol e nifurtimox,
apresentada por diferentes cepas de T. cruzi (BRENER et al., 1976;
FILARDI; BRENER, 1987; MURTA et al., 1998).

A atividade tripanocida contra formas amastigotas da cepa Y
em células Vero pelo galato de dodecila (Clsy < 1uM) foi pelo menos 11
vezes maior que a observada para o benzonidazol (Clsp = 11,4 uM).
Embora as células da linhagem Vero sejam amplamente utilizadas nos
ensaios de atividade tripanocida, este modelo nem sempre é totalmente
adequado, pois a proliferagdo celular que ocorre durante o ensaio pode
levar a valores subestimados da taxa de infecgdo, sobretudo quando um
baixo nimero de células é avaliado. Além disso, as células e os parasitos
ndo se distribuem de forma homogénea nos pogos das placas de cultura.
Desta forma, 200 células podem ser contadas em dois ou trés campos
microscopicos, acarretando em uma baixa representatividade da
amostra. Por esta razao, as analises do presente estudo envolveram cerca
de 90% da totalidade da monocamada celular.

Como ceélulas do sistema monofagocitico apresentam baixa
replicacdo celular in vitro e sdo hospedeiras naturais de varios
patdgenos, incluindo T. cruzi e Leishmania spp., macréfagos peritoneais
de camundongos também sdo amplamente utilizados nos ensaios de
atividade antiparasitaria. Entretanto, a obtencdo e o rendimento destas
células sdo fatores limitantes para seu uso frequente, levantando uma
série de questionamentos éticos. Desta forma, foi padronizado no
laboratério o cultivo de macréfagos murinos da linhagem BALB/c
obtidos de medula éssea como modelo para testes antiparasitarios. Estas
células podem ser criopreservados e geram um rendimento aproximado
de trés a quatro placas de 96 pogos por animal. Este modelo também
pode trazer informacdes sobre a capacidade do composto de chegar, em
niveis adequados, ao vacuolo parasitéforo, mantendo seu efeito
antiparasitario, bem como potenciais efeitos do composto sobre as
células, ativando ou inibindo vias microbicidas, tais como producdo de
radicais livres e citocinas TNF e IFN-y (PANARO et al., 2001; CALLA-
MAGARINOS et al., 2009; FORTEA et al., 2009). No presente estudo,
utilizando o modelo de macréfagos murinos derivados de medula 6ssea,
foi observado que os galatos de decila e dodecila a 2 pM inibiram
aproximadamente 80% da proliferacdo de amastigotas, enquanto que o
benzonidazol se mostrou inativo nesta concentracdo (Tabela 3). Além
disso, a dosagem de NO no sobrenadante destas culturas mostrou que 0s
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galatos nédo ativaram a via microbicida do NO, sugerindo que a atividade
tripanocida foi independente desta via.

A sinergia entre farmacos pode ser uma ferramenta valiosa para
melhorar a eficicia do tratamento. Um dos exemplos mais contundentes
¢ a terapia antiretroviral largamente usada por pacientes HIV positivos, a
HAART (do inglés highly active antiretroviral treatment). A baixa
eficacia e os significativos efeitos colaterais dos farmacos disponiveis
para 0 tratamento da doenca de Chagas, assim como a falta de
perspectivas para a instituicdo de um novo farmaco tem despertado o
interesse para as pesquisas de terapias combinadas (COURA, 2009). Ja foi
demonstrado que a combinagdo do benzonidazol com cetoconazol
induziu um efeito sinérgico no tratamento de camundongos infectados
com as cepas CL e Y de T. cruzi (ARAUJO et al, 2000). Mais
recentemente, foi demonstrado um efeito sinérgico in vitro e in vivo no
tratamento combinado do antirritmico amiodarona e o posaconazol
(BENAIM et al., 2006). No presente estudo, a avaliacdo do tratamento
combinado do benzonidazol com o galato de dodecila in vitro sobre
formas amastigotas intracelulares, mostrou um efeito aditivo na
atividade tripanocida (Figuras 9, 10).

Sendo assim, a potente atividade inibitoria in vitro dos galatos,
comprovada em dois modelos celulares distintos, as evidéncias de uma
acdo direta sobre os parasitos, a baixa toxicidade relatada para estes
compostos em outros modelos farmacol6gicos murinos (OW; STUPANS,
2003; HSU; YEN, 2007) e a total caréncia de dados sobre a atividade
tripanocida in vivo destes compostos, levaram a continuidade do estudo
para a investigacdo de seu potencial antiparasitario no modelo murino da
infeccdo pelo T. cruzi.

Inicialmente, a avaliacdo da atividade tripanocida na fase aguda
foi realizada segundo o método de triagem de compostos ativos in vivo,
descrito por Filardi e Brener (1984). Este método consiste em avaliar a
rpida diminuicdo da parasitemia 6 e 24 horas ap6s um tratamento
agudo em dose Unica e alta (500 mg/kg). A administragdo por via oral
mostrou, contrariamente ao benzonidazol, que nenhum dos galatos foi
capaz de controlar a parasitemia e a mortalidade (Figura 18, Tabela 4).

Embora a correspondéncia entre os resultados obtidos com este
método rapido de triagem e o método de tratamento convencional de
longa duracdo seja aceitavel, algumas discrepancias podem surgir. Um
exemplo é o da cepa Colombiana, cuja reducdo da parasitemia é
significativamente alta ap6s tratamento rapido com benzonidazol, mas
contrasta com a baixa percentagem de cura no tratamento prolongado
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com esse farmaco. O método rapido também nado pode ser aplicado nos
testes com os inibidores da sintese de ergosterol, pois a deplecdo desse
esterdide ocorre lentamente e o efeito sobre os parasitos s e detectado
em tempos mais tardios de tratamento (BRENER, 2000).

Face ao relato do envolvimento de alguns ésteres de galato na
inibicdo da esqualeno epoxidase, enzima envolvida na via metabdlica de
esterol (ABE et al., 2000), somado as alteragfes ultraestruturais (Figuras
11, 12) induzidas pelo galato de dodecila em formas epimastigotas e
amastigotas intracelulares, serem semelhantes a outros inibidores da via,
nos motivaram a avaliar o efeito dos galatos em esquemas de
administragdo mais prolongados.

As doses dos ésteres de galato administrados por via oral ou i.p.
em diversos modelos murinos é extremamente variavel (2 a 500
mg/kg/dia), conforme revisto por Ow e Stupans (2003). A avaliagdo da
toxicidade em ratos de diferentes ésteres de galato administrados por via
oral mostrou que os valores de DLy, variaram de 2,0-3,8 g/kg para o
galato de propila, de 1,96-4,7 g/kg para o galato de octila e de 6,5 g/kg
para o galato de dodecila (FAO/WHO, 1974). Cabe salientar, que todos
estes compostos sdo largamente utilizados como antioxidantes em
alimentos e, portanto, fazem parte da dieta alimentar de humanos.
Estudos preliminares realizados no Laboratério de Fisiologia da UFSC
para a avaliacdo do efeito analgésico de ésteres de galato no modelo
murino mostraram que a administracdo de doses de 50 mg/kg por via i.p.
e 500 mg/kg por via oral foram efetivas quanto ao seu efeito analgésico
e ndo ocasionaram efeitos tdxicos e/ou mortalidade nos grupos
experimentais (SANTOS, 2004 comunicagdo pessoal). Entretanto, no
modelo murino da infeccdo pelo T. cruzi, observou-se que a via i.p. foi
extremamente téxica, causando a morte dos animais em periodos de 6 a
24 horas apo6s a administracdo (dados ndo mostrados). A via oral foi
melhor tolerada pelos animais, mas a dose de 500 mg/kg causou um
efeito imediato de apatia que perdurou por cerca de 24 a 48 horas,
mostrando que esta dose ndo é adequada para um tratamento mais
prolongado. Curiosamente, neste estudo camundongos sadios tratados
paralelamente ao grupo de animais infectados pelo T. cruzi, submetidos
ao mesmo esquema terapéutico, ndo apresentaram nenhuma evidéncia
aparente de toxidade e sobreviveram por periodos superiores a 60 dias
apos o tratamento (dados ndo mostrados).

Guida e colaboradores (2007), ao avaliarem o efeito
antiproliferativo de T. cruzi (cepa Tulahuen) in vitro e in vivo,
mostraram que a administracdo de 0,8 mg/kg/dia via i.p. do galato de
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epigalocatequina (EGCg), extraido do cha verde de Camellia sinensis,
reduziu a parasitemia em 50% e elevou a taxa de sobrevivéncia de 11%
para 60% em camundongos tratados por 45 dias. Nos ensaios
toxicol6gicos, 0os mesmos autores mostraram, através da analise
histopatoldgica do figado, que a administracdo de 16,3 mg/kg/ de EGCg
causou injuria celular em hepatdcitos, caracterizada por citoplasma
vacuolizado e presenca de nucleo picndtico. Entretanto, nenhuma injuria
hepética foi observada em camundongos sacrificados 30 dias ap6s o
tratamento, mostrando uma forte capacidade regenerativa do figado,
sendo que os efeitos tdxicos causados pelo tratamento podem ser
reversiveis, sobretudo em tratamentos prolongados (GUIDA et al., 2007).
Desta forma, o possivel efeito hepatotoxico de diferentes derivados do
acido galico, somado a sobrecarga do figado na infec¢do pelo T. cruzi,
na qual ocorre uma marcante hepatoesplenomegalia, podem ter relacéo
com a maior vulnerabilidade a efeitos colaterais, sobretudo em doses
elevadas, nos animais infectados. Diante disto, a dose de 50 mg/kg/dia
pela via oral foi adotada nos ensaios de atividade tripanocida in vivo e
nenhum efeito tdxico aparente foi observado. Além disso, a analise
histopatoldgica do figado apds um intervalo de 60 dias pds-tratamento
ndo revelou nenhuma anormalidade.

No modelo agudo da infec¢do murina pelo T. cruzi, nenhum dos
galatos testados foi capaz de suprimir a parasitemia e a mortalidade
(Figura 19, Tabela 4), sendo que o curso da infec¢do patente foi
semelhante em todos 0s animais, com pico maximo de parasitemia no 7°
dia apds a infeccdo, tipicamente descrito para a cepa Y de T. cruzi
(SILVA; NUSSENZWEIG, 1953). Estes resultados demonstram claramente
que o tratamento com os galatos ndo modificou a evolucdo natural da
infeccéo pelo T. cruzi.

Compostos fendlicos sdo altamente instaveis em solucdo e a
forma de estoca-los pode contribuir para alteracfes de sua bioatividade
(SRIVASTAVA et al., 2007). Durante todo o estudo, os compostos foram
solubilizados na hora do uso e mantidos a -20°C, ao abrigo da luz, por
uma a trés semanas, no maximo. Além disso, ap6s o término do
tratamento in vivo, os compostos utilizados foram testados contra formas
epimastigotas de T. cruzi para verificar a manutencdo da atividade
tripanocida. Todos os compostos testados apresentaram Clsq semelhante
aquela anteriormente estabelecida, mostrando que a ineficacia do
tratamento in vivo ndo foi devido a degradacdo dos compostos em
solucdo (dados ndo mostrados).
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No modelo cronico da infeccdo murina pela cepa Y de T. cruzi,
todos os animais completaram os 28 dias de tratamento, corroborando
com os baixos efeitos toxicos ja descritos para os galatos. Entretanto, no
tratamento experimental com os dois compostos testados (&cido gélico
ou galato de dodecila) foram observados baixos indices de cura
parasitolégica, quando comparado com o tratamento convencional com
0 benzonidazol (Tabela 5). A defini¢do de um rigoroso critério de cura
no modelo crbnico é fundamental, visto que o nimero de parasitos
circulantes cai drasticamente e, consequentemente, afeta a sensibilidade
dos testes parasitoldgicos, tanto os diretos (exame a fresco) como 0s
indiretos (hemocultura e xenodiagnostico). Os métodos sorolégicos
também ndo sdo adequados, pois os titulos de anticorpos diminuem
naturalmente com a cronificacdo da infeccdo e persistem por meses em
camundongos tratados com sucesso. Além disso, ha algumas evidéncias
sugerindo que a heterogeneidade genotipica das diferentes cepas de T.
cruzi também pode influenciar na positividade das hemoculturas
(MARTINS et al., 2008). Neste sentido, a PCR de sangue circulante e/ou
de tecido vem se estabelecendo como um método sensivel e confiavel,
capaz de mostrar a persisténcia de uma infeccdo residual, sendo
considerada uma ferramenta importante para monitorar a eficacia de
tratamentos experimentais murinos, assim como o0 tratamento
convencional de pacientes (MARTINS et al., 2008; MIYAMOTO et al.,
2008; BRITTO, 2009).

Embora a investigacdo in vivo de novos compostos com
atividade tripanocida tenha gerado um considerdvel nimero de
publicagdes, a diversidade de cepas e linhagens murinas, assim como de
exames utilizados para monitorar a eficacia, inviabilizam a comparacéao
dos dados. Desta forma, a falta de uma defini¢do clara de critérios de
cura, somada a grande heterogeneidade das cepas de T. cruzi, com
caracteristicas biologicas, imunolégicas, bioquimicas e farmacolégicas
distintas, representam um grande gargalo para a pesquisa e 0O
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas. Diante disto, a partir de 2008 uma iniciativa multidisciplinar da
Fiocruz em conjunto com a TDR iniciou a elaboragdo de um protocolo
padronizado para a investigagdo in vitro e in vivo de moléculas ativas
contra o T. cruzi, cujo resultado foi publicado no corrente ano, trazendo
uma proposta clara dos modelos e critérios de eficacia a serem adotados
nos ensaios in vitro e in vivo (ROMANHA et al., 2010).

Em virtude do efeito aditivo in vitro observado no tratamento
combinado do benzonidazol e galato de dodecila, foi investigado se este
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uso simultaneo poderia diminuir drasticamente a dose do benzonidazol
no modelo murino. Desta forma, um grupo experimental recebeu o
galato de dodecila e o benzonidazol em doses 20 vezes menores (5
mg/kg). A despeito do efeito aditivo in vitro, o tratamento combinado
ndo foi eficaz in vivo, sendo que camundongos tratados com
benzonidazol isoladamente apresentaram melhores indices de “cura”
(30%) do que em combinagdo com o galato de dodecila (6,6%). Embora
a administracdo do galato de dodecila ou do acido galico ndo tenha sido
capaz de eliminar o T. cruzi, conforme evidenciado por hemocultura,
PCR e reagudizagdo po6s-imunossupressdo com ciclofosfamida (Tabela
5), as analises histopatol6gicas do coracdo e miusculo esquelético
mostraram que houve uma expressiva diminuicdo do processo
inflamat6rio na maioria dos animais tratados, em comparagdo com o
grupo ndo tratado (Tabela 6, Figura 22). Analises histopatoldgicas de
tecido cardiaco mostraram que camundongos submetidos ao tratamento
combinado apresentaram um padrdo de inflamacéo difuso, contrastando
com o padrdo de inflamag&o focal no tratamento isolado com ambos 0s
compostos.

A despeito de toda a discussdo sobre o papel da autoimunidade
no desencadeamento da inflamagdo, 0 uso de métodos mais sensiveis
tem mostrado que a presenca do parasito no tecido cardiaco tem um
papel critico para a manutencdo do processo inflamatorio (JONES et al.,
1993). Embora o parasito ndo tenha sido visualizado nos cortes
histol6gicos, os exames parasitologicos sdo prova irrefutavel da infeccéo
ativa nestes animais, sendo que a PCR quantitativa poderia trazer
maiores informacdes sobre a carga parasitaria tecidual. Desta forma, a
expressiva diminuicdo do processo inflamatorio nos animais tratados, a
despeito da infecgdo ativa, sugere um papel antiinflamatério ou
imunomodulador do galato de dodecila.

E bem conhecido que macréfagos e cardiomidcitos podem
produzir e responder a diferentes quimiocinas apés a infeccdo pelo T.
cruzi. Além disso, algumas quimiocinas facilitam a producdo de TNF-a.
por macréfagos infectados e agem sinergicamente com IFN-y para
mediar a destruicdo do parasito (ALIBERTI et al, 2001). Além de
modular a produgdo de citocinas, as quimiocinas sdo efetivas
moduladoras do trafego de células dendriticas e linfocitos (MOSER;
LOETSCHER, 2001), influenciando na producdo de uma resposta imune
efetiva contra a invasdo do parasito nos eventos iniciais da infeccéo. Por
outro lado, a producédo de quimiocinas também é modulada por IFN-y e
vice-versa, o que pode influenciar no recrutamento de células T-helper e
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na producdo local de IFN-y, resultando na definicdo do infiltrado
inflamatorio, observado tanto no modelo experimental como em
pacientes chagasicos (TEIXEIRA et al., 2002). Resultados descritos por
Dos Santos e colaboradores (2001) em camundongos da linhagem
C3H/HeJ infectados com a cepa Colombiana sdo consistentes com a
importancia do IFN-y na elicitacdo de um ambiente favoravel para a
migracdo de leucdcitos e desencadeamento de miocardite.

Baseado no conhecimento prévio sobre a relagdo entre infecgéo
de T. cruzi com citocinas regulatorias pré e anti-inflamatorias (IFN-y,
TNF-a. e IL-10), envolvidas no controle parasitario e recrutamento de
leucdcitos teciduais, avaliou-se o papel do galato de dodecila na
alteragdo deste padrdo no modelo experimental murino com a cepa
Colombiana. Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o
tratamento com o galato de dodecila ndo alterou significativamente os
niveis transcritos de IL-10 e TNF no coragéo, mas reduziu cerca de trés
vezes 0s niveis transcritos de IFN-y em relagdo ao grupo néao tratado
(veiculo). De Paula Costa e colaboradores (2010), ao avalirem o efeito
do enalapril na fase aguda da infecdo de camundongos C57BL/6
infectados com a cepa Colombiana, observaram uma reducéo nos niveis
séricos de TNF-a e IFN-y, sem alterar os niveis de IL-10. Os autores
sugeriram que esta mudanca no perfil de citocinas refletiu na reducéo do
infiltrado mononuclear no coragdo. Nas analises histolégicas realizadas
no presente estudo, ndo foi observada uma reducdo expressiva na
inflamac&o, apesar dos niveis diminuidos de IFN-y. A divergéncia entre
tais resultados e os de De Paula Costa e colaboradores poderia estar
relacionada a fatores, como a linhagem murina e o in6culo utilizado (50
tripomastigotas). Além disso, os autores iniciaram o tratamento
concomitante com a infeccdo, antes mesmo do estabelecimento da
inflamacg&o. Em contraste, no presente estudo foi aplicado um in6culo de
10° tripomastigotas e o tratamento foi iniciado dois meses apés a
infeccdo, fase em que o influxo de células inflamatérias ja foi
desencadeado. Os resultados aqui obtidos mostram que, a despeito do
infiltrado inflamatério, o galato de dodecila alterou o perfil de
transcricdo de citocinas produzidas no tecido cardiaco, sendo que o seu
impacto na prevencdo dos danos cardiacos em longo prazo precisa ser
melhor investigado.

Embora a eficacia de um tratamento possa ser influenciada por
diversos fatores, a resposta imunolégica parece desempenhar um papel
crucial. O efeito cooperativo entre o quimioterapico e o sistema imune
do hospedeiro ja foi descrito em diversos modelos experimentais:
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doenca de Chagas murina (TARGETT, 1985; OLIVIERI et al., 2006;
FERRAZ et al., 2008), esquistossomose murina (DOENHOFF et al., 1987),
leishmaniose visceral canina (RODRIGUEZ et al., 1981), entre outros.
Para a doenca de Chagas, ja foi demonstrado que a eficacia do
tratamento experimental do benzonidazol foi diminuida em
camundongos nocaute para IFN-y e IL-12 (ROMANHA et al., 2002). Além
disso, pacientes curados ap6s o tratamento com benzonidazol ou
nifurtimox apresentaram maiores niveis séricos de IFN-y do que aqueles
pacientes tratados e ndo curados (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000). No
presente estudo, ndo foram observadas diferencas significantes nas taxas
de negativacdo dos exames parasitoldgicos em animais tratados
isoladamente com o galato de dodecila ou com benzonidazol a 5 mg/kg
quando comparado aos que receberam o esquema combinado de ambos
0s compostos (Tabela 5), sendo que, o impacto da diminui¢do dos niveis
transcricionais de IFN-y sobre a carga parasitaria tecidual ndo foi
possivel ser avaliada.

Em conjunto, os resultados obtidos mostraram que os ésteres de
galato, sobretudo o galato de dodecila, apresentaram uma potente
atividade tripanocida in vitro, superior ao do benzonidazol. Entretanto,
nenhum dos galatos testados foi capaz de alterar o curso das infe¢des
aguda e cronica em camundongos experimentalmente infectados pelo T.
cruzi. Por outro lado, a diminuicdo da inflamacdo tecidual, observada
em camundogos tratados com o galato de dodecila ou com o &cido
galico, somada aos resultados da RT-gPCR, sugerem um papel anti-
inflamatério mediado via imunomodulacdo negativa de IFN-y. O
desenvolvimento de farmacomodulagbes que possam aumentar a
biodisponibilidade do acido galico e/ou do galato de dodecila podera
trazer novas perspectivas de investigacdo sobre o possivel papel na
imunomodulacdo e prevencdo de danos cardiacos na tripanosomiase
experimental.
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7. CONCLUSOES

- Os ésteres de galato avaliados reduziram entre 58% a 79% a
viabilidade de tripomastigotas sanguineas de T. cruzi. Entretanto,
nenhum deles foi mais potente que o quimioprofilatico violeta de
genciana;

- Todos os ésteres de galato testados apresentaram atividade
tripanocida superior ao benzonidazol contra formas amastigotas das
cepas Y e Colombiana de T. cruzi em células fagociticas e nédo
fagociticas, com destaque para o galato de dodecila (IS > 50);

- O uso combinado do galato de dodecila (0,5 uM) e do benzonidazol
(5 uM) produziu um efeito aditivo (IC = 1,0) in vitro contra formas
amastigotas da cepa Y em células Vero, mas ndo potencializou o
efeito do benzonidazol no modelo crénico da infec¢do murina pelo T.
cruzi;

- A andlise ultraestrutural mostrou que o galato de dodecila induziu
alteragdes morfoldgicas em formas epimastigotas e amastigotas
intracelulares, com sinais de esvaziamento citoplasmatico,
diminuigdo de reservossomos e intumescimento da mitocdndria, sem
afetar o KDNA do parasito e a célula hospedeira;

- O acido galico apresentou efeito inibitorio sobre a TcTR heterol6ga
(Clgp = 45,6 uM), alvo validado para a pesquisa de compostos
tripanocidas, sem interferir na atividade enziméatica da GR de S.
cerevisae;

- A despeito do potente efeito tripanocida in vitro, nenhum dos ésteres
de galato avaliados foi capaz de suprimir a parasitemia e/ou prevenir
a mortalidade de camundongos na fase aguda e cronica da infec¢do
experimental pelo T. cruzi;
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- Camundongos tratados com acido galico ou com galato de dodecila

na fase cronica da infec¢do experimental pelo T. cruzi apresentaram
uma expressiva reducdo do infiltrado inflamatério nos musculos
cardiaco e esquelético, sugerindo um papel anti-inflamatério destes
compostos;

- A RT-gPCR no tecido cardiaco de camundongos infectados com a
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cepa Colombiana de T. cruzi e tratados com o galato de dodecila
revelou niveis de transcricdo de IFN-y trés vezes menores em relacdo
ao grupo ndo tratado, sugerindo uma possivel participagdo deste
composto no controle da inflamacdo tecidual via imunomodulagéo
negativa do IFN-y.
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