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RESUMO

TRINDADE, Joana D’Arc da Silva. Estudos no reposicionamento do farmaco
nimesulida para o tratamento da doengca de Chagas: preparacdo de derivados,
avaliacdo da atividade tripanocida e investigacdes sobre provaveis mecanismos de
acdo. 2019. 179 p. Tese. (Tese em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

O tratamento da doenca de Chagas € feito apenas por dois medicamentos, o nifurtimox (1) e
0 benznidazol (2). Contudo, além destes farmacos ndo serem eficazes em todas as fases da
infeccdo, apresentam severos efeitos colaterais, o que justifica a busca de novas alternativas
para o tratamento desta grave enfermidade. Dados da literatura descrevem a interferéncia
de farmacos anti-inflamatoérios nao-esteroidais no processo de infec¢do por tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi, sobre células de mamiferos. O mecanismo de acdo destes farmacos
ocorre sobre as isoformas da enzima ciclo-oxigenase, importantes para o estabelecimento
da infeccdo do parasito. Adicionalmente, sdo bem conhecidos os efeitos toxicos de
compostos nitro-aromaticos, sendo o T. cruzi bastante afetado pela acdo dessas moléculas
em seu equilibrio redox. De posse destas informacdes, propusemos neste trabalho a
investigacdo da atividade tripanocida do farmaco nimesulida (3), anti-inflamatério néo-
esteroidal, que possui em sua estrutura o grupamento toxicoférico nitro-aromatico. A
abordagem de reposicionamento de farmacos, como a que apresentamos aqui visando a
possivel atividade tripanocida da nimesulida (3), € um recurso importante na descoberta de
farmacos aplicaveis ao tratamento de doencas negligenciadas. Outra estratégia,
desenvolvida em paralelo, envolveu o emprego da hibridacdo molecular na preparacdo de
dois derivados da nimesulida (3) com a amida natural piperina (5). Os resultados obtidos
nas avaliagOes biologicas realizadas evidenciaram a atividade antiparasitaria da nimesulida
(3) sobre as diferentes formas evolutivas do parasito. Além disso, dos dois hibridos
moleculares construidos, o hibrido H1, no qual foi preservada a por¢do nitro aromatica,
apresentou acdo tripanocida, enquanto que o hibrido H2 perdeu significativamente a
atividade com a retirada do grupo nitro de sua estrutura, 0 que permitiu apontar para o
grupo nitro presente na nimesulida (3) e no hibrido H1 como porcdo farmacoforica para a
atividade tripanocida estudada, validando as hipoteses deste estudo. Os resultados obtidos
na avaliacdo das alteracdes ultra-estruturais em epimastigotas de T. cruzi tratados com
nimesulida mostram a desorganizacdo da estrutura das mitocondrias, corroborando a
possivel interferéncia do farmaco no equilibrio redox do parasito.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, anti-inflamatorios ndo-esteroidas, nitro-aromaticos,
farmacos antiparasitarios, piperina, hibridacdo molecular.



ABSTRACT

TRINDADE, Joana D’Arc da Silva. Studies in the repositioning of the drug nimesulide
for the treatment of Chagas disease: synthesis of derivatives, evaluation of the
tripanocidal activity and investigation on the probable mechanisms of action. 20109.
179 p. Thesis. (Thesis in Chemistry). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Chagas disease is treated only by two drugs, nifurtimox (1) and benznidazole (2). However,
in addition to these drugs not being effective in all stages of infection, they have severe side
effects, which justifies the search for new alternatives for the treatment of this serious
disease. Literature data describe the interference of non-steroidal anti-inflammatory drugs
on Trypanosoma cruzi trypomastigote infection process on mammalian cells. The
mechanism of action of these drugs occurs on the isoforms of the enzyme cyclooxygenase,
important for the establishment of parasite infection. Additionally, the toxic effects of nitro-
aromatic compounds are well known, and T. cruzi is greatly affected by the action of these
molecules in its redox equilibrium. With this information, we proposed in this work the
investigation of the trypanocidal activity of the nimesulide (3), non-steroidal anti-
inflammatory drug, which has in its structure the nitro-aromatic toxicophoric group. The
drug repositioning approach, as presented here aiming at the possible trypanocidal activity
of nimesulide (3), is an important resource in the discovery of drugs applicable to the
treatment of neglected diseases. Another strategy, developed in parallel, involved the use of
molecular hybridization in the preparation of two nimesulide derivatives (3) withing the
structure of natural amide piperine. The results obtained from the biological evaluations
carried out indicated antiparasitic activity of nimesulide (3) on the different evolutionary
forms of the parasite. In addition, of the two molecular hybrids constructed, the hybrid H1,
in which the aromatic nitro portion was preserved, presented trypanocidal action, while the
hybrid H2 significantly lost activity with the removal of the nitro group from its structure.
This set of results allowed us to point to the nitro portion present both in the structures of
nimesulide (3) and its hybrid H1 as pharmacophoric group for the trypanocidal activity
validating the hypothesis of this study. The results obtained in the evaluation of
ultrastructural changes in T. cruzi epimastigotes treated with nimesulide show the
disorganization of the mitochondrial structure, corroborating the possible interference of
the drug on the redox equilibrium of the parasite.

Key words: Trypanosoma cruzi, non-steroidal antiinflanmatory drugs, nitroaromatics,
antiparasitic drugs, piperine, molecular hybridization.
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1 INTRODUCAO GERAL




O acometimento de humanos pela doenga de Chagas (DC) provavelmente € uma
ocorréncia bem antiga, pois o0 DNA de T. cruzi foi detectado em tecidos de mdmias
humanas em paises andinos pré-colombianos, datadas de cerca de 9000 anos atras
(AUFDERHEIDEA et al., 2004). A doenca foi descoberta somente em 1909, pelo cientista
brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas (CHAGAS, 1909). Em sua homenagem, a
doenca recebeu seu nome e 14 de abril foi escolhido como o Dia Mundial de Combate a
doenca de Chagas, por ter sido neste dia que o pesquisador comunicou a sua descoberta a
comunidade cientifica da época’. Carlos Chagas descobriu o protozoario hemoflagelado
causador da doenca no Estado de Minas Gerais (Brasil) e o denominou inicialmente de
SchizoTripanum cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz, cientista brasileiro, com quem
trabalhou junto em Manguinhos, futuro Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, Brasil.
Posteriormente, 0 micro-organismo foi renomeado como Trypanosoma cruzi (LEWINSON,
1981). N&o obstante, apds mais de seculo de sua descoberta, a enfermidade ainda é
considerada um problema de saude publica, principalmente na América Latina. O Estado de
Minas Gerais continua sendo endémico tendo sido, paradoxalmente, o local onde foi
descoberta a DC.

A doenca é uma antropozoonose e integra a lista das doencas negligenciadas® da
Organizagido Mundial da Satde (OMS) (Ministério da Sadde, 2010% HOTEZ, 2007). A DC
¢ considerada uma das enfermidades humanas mais relacionadas com o
subdesenvolvimento e a pobreza, o que torna critica a situacdo de milhdes de pacientes
chagasicos (MOTA et al., 2006), sendo que menos de 1% dos portadores da doenca tem
acesso ao tratamento®. No inicio dos anos 2000, cerca de 8 milhdes de pessoas estavam
infectadas, a maioria distribuida em mais de 21 paises da América Latina, sendo 1,9 milh&o
delas no Brasil, as quais 20 a 30% destas com possibilidade de desenvolver a doenca de
forma potencialmente letal (BERN et al. 2011; OPAS, 2004). De acordo com ultimos
registros e estimativas, aproximadamente 10 milhdes de pessoas estdo infectadas com o
protozoario em todo o mundo (WHO, 2011). Apesar do controle da transmissdo vetorial em
algumas regides, existe ainda um contingente de pessoas infectadas, cientes ou ndo, que
precisam de atendimento nos servicos de saide (ARAUJO et al., 2000; ARAUJO et al.,
2002). Calculam-se aproximadamente 12 mil mortes anuais em decorréncia da doenca de
Chagas®

O conhecimento atual da bioquimica do Trypanosoma cruzi (T. cruzi) tem
contribuido para o entendimento do modo de acdo dos possiveis farmacos, pela
identificacdo de seus alvos moleculares (SUETH-SANTIAGO, 2017; MAYA et al., 2007).
Assim, aspectos como identificacdo de componentes estruturais e funcionais envolvidos na
interacdo parasito-hospedeiro, compreensdo das caracteristicas bioldgicas das diferentes
familias do parasito e sequenciamento do genoma completo do protozoario, contribuiram
para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos (EL-SAYED et al., 2005) e para o

! Fonte: http://www.lafepe.pe.gov.br/. Acesso em 09-07-2019.

2 Vide a lista das doencas negligenciadas nos Anexos. Fonte:
https://www.who.int/neglected_diseases/diseases/summary/en/. Acesso em 13-07-2019.

¥ BRASIL, Ministério da Satde. Noticias. Disponivel em http://www.saude.gov.br. Acessado em 02-06-2019.
* Fonte: https://www.dndi.org. Acesso em 09-07-2019. (DNDi, do inglés “Drugs for Negleted Diseases
initiative”).

5 Informa<;€1)0 disponivel em Annual reports 2017: https://www.dndi.org/diseases-projects/chagas/. Acesso em 16-07-2019.
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estudo e desenvolvimento de marcadores genéticos de resisténcia do T. cruzi as substancias
(WHO-Expert Committee on the Control of Chagas Disease, 2002). Varias pesquisas vém
sendo realizadas com o objetivo de se obter um farmaco eficaz para o tratamento da doenca
de Chagas. A triagem de diversas substancias de origem natural, sintética ou semissintética,
revelou que as mesmas apresentaram atividade, mas ainda existe um longo caminho até que
seus efeitos farmacoldgicos sejam comprovados por meio de testes clinicos (Maya et al.,
2007). Por isso, a Organizacdo Mundial de Saude afirma que a pesquisa e 0
desenvolvimento de novas moléculas ativas destinadas ao tratamento da doenca de Chagas
sdo extremamente necessarios (WHO, 2012; WHO, 2002).

1.1  Atransmissdo da doenga de Chagas

Os habitos alimentares diversificados dos insetos vetores e o0 conjunto de
hospedeiros vertebrados presentes numa determinada area geogréafica definem dois tipos de
transmissdo vetorial do T. cruzi: o ciclo silvestre e o ciclo doméstico. A transmissdo no
ciclo silvestre envolve a interacdo entre triatomineos e reservatorios de mamiferos,
incluindo marsupiais, roedores, tatus e primatas. Ja no ciclo doméstico, resulta do contato
entre humanos e vetores, devido a colonizacdo de ambientes domésticos e peridomésticos
por insetos que utilizam pequenos mamiferos como fonte de alimento. Na transmissao
vetorial, parece existir uma associacdo entre as diferentes linhagens de T. cruzi e as
manifestagdes clinicas da DC, uma vez que as manifestagdes clinicas detectadas em
pacientes chagasicos, em geral, refletem a principal linhagem circulante nos ciclos de
transmissdo domestica, em uma dada regido. J& em surtos de transmissao oral, € comum a
prevaléncia de linhagens silvestres. (ZINGALES, 2018).

A infeccdo pelo T. cruzi, ¢ um problema endémico nas Américas do Sul e Central
(UCHIYAMA, 2009) e devido a sua larga ocorréncia ja foi considerada de forte
semelhanca a pandemia de HIVV/AIDS (Human Immunodeficiency Virus/Acquired Immune
Deficiency Syndrome) (HOTEZ et al., 2012). Trabalhos recentes mostram também o
avanco desta infeccdo fora das regides endémicas como, por exemplo, no sudoeste dos
Estados Unidos. Neste pais, foram encontradas diferentes espécies de insetos infectados
pelo T. cruzi, configurando a doenca de Chagas como uma doenca potencialmente
emergente no continente Norte-Americano (KLOTZ, 2014). Devido as correntes de ar em
dias mais quentes, os insetos hematofagos podem chegar a estes locais atraidos pela luz,
abrigando-se nas casas. Quando se alimentam de sangue humano, ou de sangue de animais
de estimacdo, sdo capazes de causar anafilaxia local ou de transmitir a doenca de Chagas.
Os insetos infectados foram encontrados em casas das regides de San Diego, Califérnia,
Phoenix e Tucson, no Arizona. (KLOTZ, 2014). Com efeito, nos ultimos 20 anos vém
aumentando os casos de infeccdo cronica pelo T. cruzi, nos EUA. Estima-se um contingente
de 23 milhGes de imigrantes oriundos de paises endémicos, o que pode ter contribuido
também para o aumento de casos, com mais de 300 mil pessoas infectadas vivendo nos
EUA, na ultima década (BERN e MONTGOMERY, 2009). Os fatos apontam para uma
dispersdo da doenca para aléem dos locais onde ocorre mais comumente, ou seja, na
América do Sul e na América Central, reforcando a necessidade da busca continua e
desenvolvimento de novos farmacos que sejam mais eficazes contra a doenca.

O Brasil recebeu, em 2006, a Certificacdo Internacional de Eliminacdo da
Transmisséo da Doenga de Chagas pelo Triatoma infestans, conferida pela Organizacao
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Pan-Americana da Saude (BRASIL, 2006). No entanto, essa certificagdo ndo significa
controle efetivo da doenca em territorio brasileiro, mas a interrupcdo momentanea da sua
transmissdo, especificamente pelo triatomineo da espécie T. infestans. Para que seja
mantida, sdo necessarias acOes de controle e vigilancia permanentes (CARTA, 2006).
Porém, existem outras espécies de triatomineos vetores da doenga, principalmente na regido
Nordeste, o que implica risco de domiciliacdo de espécies secundarias como T. brasiliensis,
T. pseudomaculata e T. sordida, cujo habitat preferido € o peridomicilio (DIAS, 2002). Na
Tabela 1 sdo elencadas algumas estratégias de vigilancia epidemioldgica na doenca de
Chagas.

Tabela 1. Principais situagdes e respectivas vigilancias epidemioldgicas na doenca de Chagas.

Problema Situacao geografica Estratégia de seguranca
prevalente
Transmisséo vetorial Area rural Deteccéo e eliminagéo de
foco/melhoramento da
vivenda e
peridomicilio/campanhas
Transmisséo transfusional Area urbana Sorologia de

doadores/controle de
procedimentos

Transmissdo congénita Areas urbana e rural Diagnostico precoce de
gestantes e neonatos
Caso agudo eventual Areas urbana e rural Diagndstico
precoce/tratamento especifico
Caso crbnico Areas urbana e rural Atencdo médica

periddica/atencdo
previdenciaria

Fonte: Adaptado de DIAS, 2002.

Observa-se na Tabela 1 que, além da transmissdo vetorial, a doenca de Chagas pode
ser transmitida também por via transfusional de doador infectado; por transmisséo vertical
de mae para filho e ainda por transplante de érgdo de doador infectado pelo T. cruzi,
particularmente coracdo e rim (BRENER e ANDRADE, 2000). De acordo com DIAS
(2000), a transmissé@o ocorre 80 a 90% pelo vetor, 5 a 20% por transfusdo de sangue e 0,5 a
8% por via congénita. Pode ocorrer ainda de forma acidental por manipulacdo em
laboratérios. No entanto, nesta Ultima década, essa fatia de distribuicdo porcentual das
formas de transmissdo da doenca vem sendo alterada, por um lado, pelo maior controle
vetorial nos peridomicilios e por outro, pela maior incidéncia de casos ocorridos por
ingestdo de alimentos contaminados® Com relacéo a esta ltima forma de contaminagéo, ha
relatos de infecgéo por T.cruzi no Brasil por meio da ingestdo de frutos in natura ocorrido

® Informagéo disponivel em:
http://g1.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-de-cana-e-relatada-em-surto-
de-doenca-de-chagas-no-rn.html. Acesso em 07-06-2019. Acesso em 09-07-2019.
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em Santa Catarina, devido a ingestdo de caldo-de-cana que havia sido triturado com fezes
do inseto, provocando a morte de 5 pessoas em 2005. Outros casos parecidos ja foram
relatados em 2007 e 2010. Na cidade de Belém, foram confirmados 39 casos com 2 mortes,
em 2011, causados por ingest&o de acai’. Constatou-se que os frutos eram manipulados sem
higiene, o0 que favoreceu a contaminagdo do produto com fezes do barbeiro infectado. Em
2015, a Secretaria de Saude do Estado do Rio Grande do Norte registrou alguns casos em 4
cidades por ingestdo de caldo-de-cana, causando um surto da doenca nas cidades de
Tenente Ananias, Marcelino Vieira, Alexandria e Pildes®. Mais recentemente, em maio de
2019, um grande surto de DC aguda ocorreu no municipio de Ibimirim, sertdo de
Pernambuco, onde de um total de 77 pessoas, participantes de um evento religioso, 27
foram diagnosticadas com DC, devido & ingestdo de alimentos contaminados °. Os fatos
noticiados alertam para o risco desta importante via de infeccdo também.

1.2  Fasesclinicas da doenca

A doenca de Chagas possui um curso clinico bifasico. Entre as duas fases clinicas,
pode haver longos periodos (10 a 30 anos) numa “fase silenciosa” da doenca (COURA e
BORGES-PEREIRA, 2011). A primeira € a fase aguda que ocorre em um periodo de
incubacdo de 1 a 2 semanas apos a infeccdo. Devido a baixa carga parasitaria nesta fase da
doenca, a infeccdo costuma ser assintomatica podendo apresentar alguns sintomas
inespecificos, como febre e mal-estar. No entanto, ha presenca de T. cruzi na corrente
sanguinea, possivel de ser detectada microscopicamente. A entrada do parasito através da
pele produz um chagoma (&rea de eritema e inchago), enquanto a entrada através das
membranas das mucosas oculares produz o sinal de Romafa, classico da doenca na fase
aguda, que consiste num edema lateral da palpebra e tecidos perioculares (RASSI et al.,
2012). Em geral, o sistema imunologico dos individuos infectados controla a replica¢do do
parasito, e 0s sintomas se resolvem espontaneamente, levando ao desaparecimento da
parasitemia em 4 a 8 semanas (RASSI et al., 2010). Nao obstante, a falta de tratamento
pode levar ao oObito, sendo em sua maioria provocado por insuficiéncia cardiaca (BERN,
2015). Complicagdes neuroldgicas nesta fase ndo sdo comuns, mas ha casos de
meningoencefalite em criangas menores de 2 anos, com o surgimento de graves processos
inflamatorios no cérebro (RASSI et al., 2012).

A segunda é a fase crbnica, iniciada de 2 a 3 meses apos a infeccdo, descrita por
CHAGAS (1916) como “forma crdnica indeterminada”. Este conceito foi validado por um
grupo de experts durante o Applied Research Meeting on Chagas disease, realizado no
Estado de Minas Gerais, Brasil (Andnimo, 1985). Nesta fase, as manifestacdes clinicas (se
presentes) da doenca aguda terdo desaparecido em praticamente todos os individuos

’ Informac&o disponivel em:
http://g1.globo.com/brasil/noticia/2011/10/belem-fecha-pontos-de-venda-de-acai-por-risco-da-doenca-de-
chagas.html. Acesso em 09-07-2019.

8 Informacgdo disponivel em: http://gl.globo.com/rn/rio-grande-do-norte/noticia/2016/04/ingestao-de-caldo-
de-cana-e-relatada-em-surto-de-doenca-de-chagas-no-rn.html. Acesso em 09-07-2019.

° Informacdo disponivel em: https://gl.globo.com/pe/pernambuco/noticia/2019/06/04/sobe-para-27-numero-
de-pacientes-em-tratamento-devido-a-surto-agudo-de-doenca-de-chagas.ghtml. Acesso em 09-07-2019.
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infectados, ainda que a infeccdo ndo tenha sido tratada com os farmacos tripanocidas
(RASSI et al., 2010). Os pacientes cronicamente infectados apresentam sorologia positiva
para T. cruzi e costumam desenvolver cardiomiopatia progressiva e/ou distdrbios de
motilidade do esdfago e colon (BERN, 2015). As alteracGes motoras podem causar a
hipertrofia das camadas musculares, resultando na dilatacdo dos érgdos comprometidos,
caracterizando megaesofago e megacoélon, tipicos da forma crénica (COURA, 2007). Ha
ainda a possibilidade de ocorrer reativacdo da DC em pacientes cronicos, quando tornam-se
imunocomprometidos (por exemplo, pela coinfeccdo com HIV ou pelo uso de farmacos
imunossupressores). A reativacdo da doenca de Chagas, caracterizada pela recorréncia de
sintomas agudos e elevada parasitemia em pacientes cronicos, pode ocorrer como resultado
da incapacidade do hospedeiro em controlar a infeccdo causada pelo T. cruzi (PEREZ et
al., 2015). As manifestacdes mais comuns de reativacdo em pacientes com AIDS sdo a
meningoencefalite e lesdes no sistema nervoso central e, em pacientes transplantados, sdo a
febre, miocardite e lesdes cutaneas (RASSI et al., 2012).

1.3 Impactos globais da doenga de Chagas

A Organizacdo Mundial da Saude vem empregando uma abordagem que
correlaciona a capacidade produtiva de uma dada populagdo com as suas condi¢des socio-
econbmicas (OMS, 2015). Uma vez que a doenga de Chagas pode causar danos serios a
Orgdos vitais para 0 homem, a consequéncia direta € o comprometimento da capacidade
laboral do individuo. Através de um parametro denominado DALY (sigla correspondente a
expressdo Disability-Adjusted Life Year), a Organizacdo associa 0 numero de anos
produtivos perdidos, por morte ou incapacitacdo, para determinada populacdo em virtude
de uma doenca. De acordo com esse fator, um DALY corresponde a um ano perdido de vida
saudavel. Os DALYs para uma condicao de saude séo calculados como a soma dos anos de
vida perdidos, devido & mortalidade prematura em uma populacdo, e 0s anos perdidos
devido a incapacidade para pessoas que vivem com a deficiente condicdo de saude. A
métrica permite avaliar a carga global da doenca e seu impacto nas condi¢des sociais e
econémicas do conjunto da populacéo.

O efeito das DTNs (Doengas Tropicais Negligenciadas) sobre a economia hum pais
endémico gera um 6nus calculado pela somatoria dos custos diretos com a doenca, como
prevencdo e tratamento, mais 0s custos indiretos de tempo de trabalho produtivo perdido,
em decorréncia de morbidade ou mortalidade (CONTEH et al., 2010). Conforme dito
anteriormente, a doenca de Chagas apresenta incidéncia majoritaria nas Américas e,
conhecidamente, a América Latina € onde ha prevaléncia da enfermidade (REITHINGER
et al, 2011). Estimam-se nesta regido, 752.000 dias de trabalho perdidos por mortes
prematuras causadas pelo mal de Chagas. Além disso, sdo presumidos de US$1-2 bilhdes
por ano em produtividade perdida em sete paises do extremo sul da América. O
absenteismo de trabalhadores brasileiros acometidos pela doenca de Chagas representa uma
perda estimada de US$5-6 milhdes por ano (CONTEH et al., 2010). Paradoxalmente a DC,
ao mesmo tempo em que € consequéncia, passa também a ser causa de pobreza, por
diminuicao de capacidade produtiva de sua populacdo (HOTEZ et al., 2006), tornando mais
complexa ainda a discussao sobre 0s aspectos sociais e econdmicos envolvidos. A Tabela 2
resume o0s valores calculados para o parametro, aplicados a algumas doencas
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negligenciadas. Observa-se que o Continente Americano possui prevaléncia dos DALYs
para a doenca de Chagas.

Tabela 2. Numero de DALYSs (x1000) por regido, 2004.

Doenca tropical Mundo Africa Américas Asia
Doenca de Chagas 430 0 426 0

Esquitossomose 1707 1502 46 0

Leishmaniose 1974 328 45 1264
Hanseniase 194 25 16 118
Ascaridiase 1851 915 60 404
Filariose 5941 2263 10 3525

Fonte: The global burden of disease: 2004 update. Geneva, World Health Organization (OMS, 2008).
1.4  Trypanosoma cruzi, ciclo evolutivo e aspectos da infeccdo

O ciclo biolégico do parasito inclui trés formas distintas, as quais costumam
apresentar posicionamento caracteristico do flagelo, cinetoplasto e ndcleo. A tripomastigota
é a forma infecciosa, com 20 um de comprimento, cinetoplasto fusiforme e subterminal,
encontrada no sangue de mamiferos e no intestino posterior de insetos triatomineos. A
epimastigota também possui 20 um de comprimento, cinetoplasto anterior ao nucleo, é a
forma multiplicativa no intestino do triatomineo e predominante em culturas. Por isso, é a
comumente utilizada em estudos bioguimicos. A amastigota possui forma arredondada,
com cerca de 2 um de diametro, sem flagelo emergente; € a forma replicativa no interior de
células hospedeiras mamiferas as quais, ao sofrerem rompimento, liberam tripomastigotas
na corrente sanguinea, capazes de invadir outras células. (PRATA, 2001; BRENER et al.,
2000). O T. cruzi pode ser cultivado em diversas culturas de células, como por exemplo,
musculares, fibroblastos, macréfagos (FAUNDEZ et al., 2005).

O T. cruzi é um protozoario do Sarcomastigophora filo, Mastigophora subfilo,
ordem Kinetoplastida e familia Tripanosomatidae (Figura 1). Possui um flagelo e sua
Unica mitocdndria contém o cinetoplasto, uma rede de DNA extranuclear que corresponde
ao genoma mitocondrial do parasito, localizado préximo ao corpo basal do flagelado
(RASSI et al.,2012).
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Figura 1. Taxonomia do Trypanosoma cruzi. Organismos celulares eucariéticos contendo nicleo e
organelas especificas; Protista, sem caracteristicas de plantas e animais; Protozoarios, a forma mais
inferior de vida animal, unicelular; Sarcomastigophora, protozoario que se movimenta por flagelos;
Mastigophora, utiliza flagelos para a motilidade; Zoomastigophora, flagelados semelhantes a
animais; Kinetoplastida, ordem de protozoéarios caracterizada por possuir cinetoplasto (regido rica
em DNA dentro da mitocondria da célula); Trypanosoma, nome derivado do grego Trypano (broca)
e soma (corpo), devido ao seu movimento em forma de saca-rolhas; cruzi, espécie de Trypanosoma
descoberta por Carlos Chagas, e assim denominada em homenagem a seu mentor cientifico,
Oswaldo Cruz. Adaptado de RASSI et al., 2012.

Dentre os tripanosomatideos, o T. cruzi € um dos que apresenta o ciclo de vida mais
complexo. Nas células hospedeiras, comporta-se como um patogeno intracelular que exibe
varios mecanismos para manipular uma diversidade de processos de invasdo da célula,
normalmente com sucesso. O processo da infeccdo pelo T cruzi (Figura 2) é transmitido
por mais de 100 espécies de insetos triatomineos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) a
mais de 70 géneros de células mamiferas hospedeiras (ZINGALES, 2018).
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, agente causador da doenca de Chagas, mostrando as
formas celulares presentes em hospedeiros vertebrado e invertebrado. Adaptado de Centers for
Disease Control and Prevention (http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html).

Dentro da ceélula, a forma tripomastigota infecciosa estd contida temporariamente
em uma vesicula até escapar para o citossol, onde se diferencia na forma amastigota,
replicando-se por divisdo binaria (DE SOUZA et al., 2010). O processo de replicacédo
culmina, apos varios ciclos seguidos, para uma nova fase de diferenciacdo, onde o0s
parasitos voltam ao estagio de tripomastigota. A forma tripomastigota presente no sangue
do hospedeiro infectado pode ser ingerida pelo inseto e levada até o seu aparelho digestivo.
Ao chegar ao estdmago, o tripomastigota diferencia-se nas formas epimastigotas e algumas
sdo digeridas. As formas epimastigotas sobreviventes, quando alcangam o intestino,
multiplicam-se por divisdo binéria, aderindo as membranas perimicrovilares excretadas
pelas células do intestino. A etapa de adesdo parece ser evento importante para o gatilho do
processo de diferenciacdo da forma ndo-infectiva epimastigota para a forma infectiva
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tripomastigota metaciclica (ALVES et al., 2007). Nas regides posteriores do intestino e no
reto do triatomineo, as formas tripomastigotas desaderem do epitélio intestinal sendo
liberadas com as fezes e urina do inseto vetor (DE SOUZA et al., 2010; GARCIA et al.,
2007; BRENER et al., 2000).

Os mecanismos celulares e moleculares da infec¢do causada pelo T. cruzi as células
hospedeiras sdo complexos e tém sido objeto de estudos ha varias décadas, pois inimeros
fatores estdo envolvidos, incluindo diversas moléculas, tanto do parasito quanto das células
hospedeiras (ROMANO et al., 2012; DE SOUZA et al., 2010). Duas vias possiveis sdo
assumidas como provaveis para o entendimento do processo da infecgdo. A via fagocitica
sugere que macrofagos, responsaveis pela fagocitose, internalizam qualquer uma das
formas evolutivas do parasito, onde formas epimastigotas passam a residir em vacuolos
parasitoforos e podem ser destruidas, num processo nao infectivo. Por sua vez, formas
amastigotas e tripomastigotas fagocitadas conseguem escapar desses vacuolos e realizar a
replicacdo, uma vez diferenciadas todas em amastigotas (COURA e CASTRO, 2011; LEY
et al.,, 1988; MILDER e KLOETZEL, 1980). Ja na via ndo fagocitica, a invasdo dos
parasitos pode ocorrer em qualquer tipo celular como mdsculos lisos e estriados,
fibroblastos, epiteliais e neurdnios (COURA e CASTRO, 2011), com mecanistica menos
simples. A infeccdo de mamiferos ocorre via inoculacdo direta das formas tripomastigotas
metaciclicas na pele lesionada pelo inseto, durante o repasto sanguineo, com
reconhecimento de uma grande variedade de moléculas. Neste processo, estdo envolvidas
moléculas de glicoproteinas, como fibronectina, mucinas e trans-sialidases, que orquestram
a adesdo das membranas a receptores proteicos, chamados de integrinas, para posterior
internalizacdo do parasito na célula hospedeira (DE SOUZA et al., 2010).

As mucinas sdo as glicoproteinas mais abundantes presentes no T. cruzi,
(VILLALTA et al., 2009) e possuem sitios com alta prevaléncia de residuos de serina e
treonina, aminoacidos hidroxilados que podem formar O-glicosideos com oligossacarideos,
tornando a mucina extremamente hidrofilica (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). A
expressao de diversas mucinas com diferentes sitios ricos em serina e treonina tem como
principais vantagens para o parasito, a otimizacdo da interacdo entre as membranas do
parasito e da célula hospedeira, e uma menor probabilidade de ativagdo de resposta imune
pelo hospedeiro. Além disso, as mucinas de T. cruzi trabalham em conjunto com outra
classe de macromoléculas, igualmente importantes para o processo de invasdo celular,
denominadas trans-sialidases (BUSCHIAZZO et al., 2012). Nas formas tripomastigotas, a
trans-sialidase estd ancorada como uma proteina ndo integral de membrana ao glicosil-
fosfatidil-inositol (AGUSTI et al., 1997). Estas enzimas tém a capacidade de realizar a
sializacdo da mucina (GIORGI e LEDERKREMER, 2011), através da transferéncia de
acido sialico da membrana do hospedeiro para uma p—galactopiranose presente no sitio
hidrofilico glicosilado da mucina do parasito. Uma vez que as formas tripomastigotas de T.
cruzi sdo incapazes de sintetizar acido sialico, usando um carboidrato da membrana do
hospedeiro (que esta envolvido em processos de reconhecimento celular entre suas proprias
células), o parasito consegue realizar o0 processo invasivo ndo fagocitico, sem que haja
ativacdo de resposta imunologica (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000).

Apols adesdo e reconhecimento, ocorrem 0s processos de sinalizacdo celular
consolidando a invasdo do parasito na célula (DE SOUZA et al., 2010; SCHENKMAN et
al., 1991). Nessa etapa, ha a formacdo de um vacuolo parasitéforo, que pode fusionar com
o0 lisossomo ou endossoma precoce (BURLEIGH & WOOLSEY, 2002). O pH acido e as
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enzimas secretadas pelo parasito promovem a formacgdo de poros e, consequentemente,
ocorre a lise da membrana do vacuolo, resultando na liberagdo do parasito no citoplasma da
célula hospedeira. Durante esse processo, da-se a diferenciacdo da forma tripomastigota em
amastigota, que, apés a lise do vacuolo parasitéforo, entra em contato com o citosol da
célula hospedeira (DE SOUZA et al., 2010).

As formas amastigotas passam entdo por ciclos de divisdo binaria no citoplasma da
célula, ocorrendo na sequéncia a diferenciacdo das formas amastigotas em tripomastigotas
sanguineos, capazes de secretar enzimas que atuam no rompimento da membrana
plasmatica, permitindo a sua liberacdo para o ambiente extracelular. Entretanto, a lise da
célula pode ocorrer antes da total diferenciacdo das formas amastigotas em tripomastigotas,
gerando o aparecimento das duas formas evolutivas no meio extracelular. As formas
tripomastigotas podem invadir novas células localmente ou alcancar a corrente sanguinea e
infectar outros sitios (BRENER et al., 2000). Apds a saida da célula hospedeira sob a forma
de tripomastigota, o parasito ndo tem capacidade de sobreviver indefinidamente nos vasos
sanguineos (REY, 2011), pois eles ndo infectam hemaécias e ndo sdo formas replicativas.
Assim, se as formas tripomastigotas ndo forem ingeridas por um vetor, elas tendem a se
disseminar, atravessando a barreira endotelial do sistema circulatério do hospedeiro
vertebrado para infectar células de 6rgdos como coracgdo, eséfago e colon. O resultado € a
geracdo de danos irreversiveis nestes 6rgaos, a longo prazo, com comprometimento da
salide e da produtividade dos individuos portadores da doenca de Chagas (ZINGALES e
COLLI, 1995) .0 ciclo bioldgico do T. cruzi se completa quando as formas sanguineas sao
ingeridas por um inseto vetor durante o repasto sanguineo (BERN, 2015; RASSI et al.,
2012). Nas Figuras 3A, 3B e 4 estdo representadas as estruturas das formas evolutivas do
T. cruzi, em microscopia eletrénica de varredura.
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Figura 3. Formas tripomastigota (A) e amastigota (B), em microscopia eletronica de varredura.
Observa-se o flagelo livre na forma tripomastigota. Na forma amastigota, o flagelo encontra-se
internalizado na bolsa flagelar. Disponivel em: chagas.fiocruz.br/organizacdo-estrutural. Acesso em

01-06-20109.
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Figura 4. Imagem da forma evolutiva epimastigota, em microscopia eletrdnica de varredura. Nota-
se o corpo celular alongado. A seta aponta a bolsa flagelar, regido de saida do flagelo e as cabegas
de seta apontam o flagelo livre. Disponivel em: chagas.fiocruz.br/organizacéo-estrutural. Acesso em
01-06-2019.

O T. cruzi apresenta ampla diversidade genética demonstrada por diferentes técnicas
bioguimicas, formando um complexo heterogéneo de subpopulacGes (FERNANDES e
CAMPBELL, 2000). A partir de 2009, foi aceita a proposta de uma nomenclatura
intraespecifica para a heterogeneidade populacional de T. cruzi para seis linhagens
geneéticas denominadas unidades de tipagens discretas (DTUs, do inglés Discrete Typing
Units): Tcl-TcVI. Posteriormente, foi acrescentado um sétimo DTU restrito a morcegos, o
Tcbat (ZINGALES, 2018 e MARCILI et al.,, 2009). O termo DTU foi proposto para
descrever as diferentes tipagens geneticamente similares e identificadas por marcadores
moleculares comuns. Baseado em estudos previos, dividiu-se o T. cruzi em diferentes
grupos de acordo com padrdo de marcadores genéticos, bioquimicos, bioldgicos e
moleculares (ZINGALES et al., 2009). Na Tabela 3, observam-se alguns exemplos de
isolados de T. cruzi, chamados de cepas, utilizados em estudos de infeccdo experimental,
com sua designacdo corrente. Nos ultimos anos, o conhecimento da diversidade genética do
T. cruzi progrediu bastante, mas ainda ha incertezas quanto aos fatores que determinam a
patogenicidade do parasito e o papel do hospedeiro nas manifestacfes da DC.
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Tabela 3. Designacéo corrente de isolados (cepas) de Trypanosoma cruzi utilizados em estudos de
infecgéo experimental.

Y
Tulahuen
Colombiana
Sylvio-X10
Dm28c
Peru
21-SF
Esmeraldo
Berenice
Adaptado de (FERNANDES e CAMPBELL, 2000).

1.5  Quimioterapia da doenca e suas limitacdes

Centenas de cepas de T. cruzi foram isoladas de diferentes paises e zonas
geograficas, caracterizando diferencas importantes na resisténcia e suscetibilidade a
farmacos, ou substancias utilizadas, em experimentacdo em laboratérios ou em estudos pré-
clinicos (MORELLO et al., 1994). Nas altimas décadas, nota-se uma escassa alternativa
terapéutica para o tratamento da doenca de Chagas, com notdria auséncia de propostas
inovadoras de quimioterapicos por parte da industria farmacéutica. Tal fato é derivado
certamente da baixa expectativa de lucro financeiro que o justifique, devido ao cenéario de
pobreza nas regides endémicas. Dessa forma, os Unicos medicamentos disponiveis para o
tratamento sdo dois heterociclos: o 5-nitrofurano nifurtimox (1) e o 2-nitroimidazol
benznidazol (2, BZN) (TROCHINE et al., 2014), cujas estruturas quimicas estdo
representadas na Figura 5.

W~ A
s

Figura 5. Estruturas do Nifurtimox (1) e do Benznidazol (2).

Esses farmacos tém passivos associados, incluindo falta de eficacia, gravidade dos
efeitos colaterais, falta de praticidade para o uso em campo, entre outras limitacdes, as
quais constituem obstaculos em termos de acesso a um tratamento eficaz para os pacientes.
Sem duvida, uma nova geracao de medicamentos precisa ser mais eficaz e segura (Kaiser et
al., 2015). A eficécia terapéutica do nifurtimox (1) e do benznidazol (2) é controversa na
fase cronica. Ambos produzem bons resultados apenas no tratamento da fase aguda da
infeccdo. Os farmacos sdo muito toxicos, apresentam diversos efeitos colaterais, além de
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algumas cepas do parasito ja terem desenvolvido resisténcia aos mesmos (BASCARDIN et
al., 2010). Cepas isoladas de diferentes regides geograficas, vetores, hospedeiros e fases da
doenga apresentaram variedade na suscetibilidade ao benznidazol (2) (FILARD e
BRENER, 1987). A resisténcia foi detectada em cepas isoladas de reservatorios e vetores
silvestres sem contato anterior com o farmaco, sugerindo resisténcia natural ao mesmo. Tal
diferenca de perfis de sensibilidade ao quimioterapico pode explicar a variabilidade de
resultados clinicos em pacientes em tratamento (ANDRADE, 1985). Além da resisténcia
natural, ha ainda estudos que apontam para o desenvolvimento da resisténcia adquirida em
tratamento prolongado com o benznidazol (2) (MURTA et al., 2001).

O nifurtimox (1) e o benznidazol (2) estdo contidos em medicamentos com 0S
nomes de Lampit® e Rochagan®, respectivamente. O Lampit® foi desenvolvido pela
Bayer nos anos 60, recebendo a denominacdo Bay 2502, e demonstrou eficacia no
tratamento de doengas parasitologicas (BOCK et al., 1969). O medicamento € utilizado na
dose de 8-10 mg.Kg™.dia™, divididos em 2-3 doses por dia, por 60 dias (COURA, 2009).
No entanto, teve a sua utilizacdo descontinuada nos anos 80 em alguns paises como Brasil,
Argentina, Chile e Uruguai, devido a seus efeitos altamente nocivos (COURA e CASTRO,
2002). Dentre esses efeitos, destacam-se polineuropatia, anorexia, perda de peso, alteragdes
psiquicas, excitabilidade/sonoléncia, nauseas, vémitos, dentre outros distlrbios causados
em 50 a 70% dos pacientes, 0 que compromete a tolerancia do tratamento (LEPESHEVA,
2013; COURA e CASTRO, 2011; PRATA et al., 1975). Ademais, estudos mostraram
aumento de treze vezes nas aberracbes cromossOmicas em criangas que receberam
nifurtimox (1) para o tratamento da DC, além de aumento na incidéncia de linfomas
malignos em camundongos tratados com a substancia, na dose de 80 mg por Kg de peso
corporal por dia, durante 60 dias (GORLA et al.,, 1989). Outras contraindicacdes ao
tratamento com o nitrofurano (1) sdo gravidez, insuficiéncia renal ou hepatica e uso em
pacientes com antecedentes psiquiatricos ou problemas neuroldgicos. (WHO, 2010).

Ja 0 BZN (2) foi desenvolvido e fabricado pela Roche, tendo sido comercializado
até 2003, ano em que a empresa cedeu os direitos de comercializacdo e a tecnologia ao
governo brasileiro™®. Desde entdo, uma parceria estabelecida entre DNDi e LAFEPE
(Laboratoério Farmacéutico do Estado de Pernambuco), permitiu a producdo da formulacdo
pediatrica do farmaco. O LAFEPE € um dos trés maiores laboratérios pablicos no Brasil,
com Certificacdo de Boas Praticas de Fabricacdo, fornecido pela agéncia reguladora
Anvisa. A distribuicio do medicamento é feita no Brasil através do Sistema Unico de
Salde (SUS) e, em outros paises endémicos, através de 6rgdos humanitarios'*, como a
Organizacdo Pan-Americana de Saude e os Médicos Sem Fronteiras. O benznidazol (2)
apresenta efeitos nocivos similares ao nifurtimox (1) além de outros, incluindo o risco de
genotoxicidade (BUSCHINI et al., 2009). O medicamento é utilizado na dose de tratamento
de 5-10 mg Kg™.dia™, por 30-60 dias (PATTERSON e WYLLIE, 2014; COURA, 2009).
Em geral, as limitacdes de uso sdo associadas ao surgimento de efeitos secundarios severos,
tanto na fase aguda quanto na fase crénica, etapa clinica longa e mais comum da doenca, 0
que leva a descontinuidade terapéutica pelos pacientes (WILKINSON, 2011 e URBINA,
2010 apud TROCHINE et al., 2014).

1% Informacéo disponivel em http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional Acesso em 05-07-2019.
1 Informagdo disponivel em http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional. Acesso em 05-07-2019
15


http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional
http://www.lafepe.pe.gov.br/institucional

A inefichcia de ambos os farmacos na fase cronica da doenca leva a
questionamentos que permanecem sem explicacdes conclusivas, tais como, porque 0
tratamento na fase crénica tem desfechos varidveis; porque as manifestagdes clinicas sdo
distintas para diferentes regides geograficas; ou quais sdo as razdes para as falhas no
tratamento (CHATELAIN, 2015). Sem duvida, a diversidade genética do parasito assim
como a do hospedeiro, devem ser considerados fatores importantes para a precariedade de
respostas a essas perguntas (ZINGALES, 2018). Adicionalmente, de uma maneira formal,
acredita-se que o T.cruzi multiplica-se por fissdo binaria, e devido a ampla diversidade
genética do protozoario é possivel que, a partir de sua replicacdo, novos clones evoluam,
acumulando modificac@es discretas, com evidéncias que sugerem haver recombinacédo
natural no parasito durante a sua evolucdo, o que torna ainda mais complexa a resposta ao
conjunto de interrogativas (TIBAYRENC e AYALA, 2002).

Estudos visando melhor eficacia de ambos os farmacos foram conduzidos na
associacdo destes com diferentes moléculas (PEREZ-MAZLIAH et al., 2013; LOPEZ-
MUNOZ et al., 2010). Por exemplo, em parceria com DNDi, foram realizados Varios
estudos clinicos randomizados™ (estudos BENDITA, do inglés Benznidazole New Doses
Improved Treatment and Associations). Em 2014-2016, pesquisadores avaliaram a eficacia
de baixas doses e diferentes regimes (tempos curtos) da monoterapia com benznidazol (2) e
sua associacdo medicamentosa com o fosravuconazol, antifingico que mostrou atividade
tripanocida (URBINA, 2003), em pacientes da Argentina e Bolivia (DNDi, 2017). Este
estudo foi finalizado no primeiro semestre de 2019. Outro estudo estabeleceu a terapia
combinada de benznidazol com alopurinol, farmaco utilizado no tratamento da
hiperuricemia (PACHER et al., 2006), que resultou numa interacao sinérgica, com reducao
da carga parasitaria (MAZZETI et al., 2019). Outra estratégia empregada é o estudo
chamado BENEFIT (do inglés Benznidazole Evaluation for Interrupting
Tripanosomiasis), realizado para avaliar o efeito do benznidazol (2) em trés mil pacientes,
entre 18 a 75 anos, portadores de cardiomiopatia chagasica cronica, com beneficios de
reducdo da carga parasitaria em 66%. Porém ndo houve melhora do quadro clinico, apds
cinco anos de tratamento (MORILLO, 2015). Apesar dos esforgcos, observa-se enorme
necessidade de busca por novos quimioterapicos e diferentes alvos moleculares a serem
investigados, visando obter opcGes eficazes para o tratamento da doenca de Chagas (DIAS
et al., 2009). De acordo com UCHIYAMA (2009), a despeito de inimeras pesquisas ja
realizadas, ndo existem substancias inéditas em ensaios clinicos para o tratamento da
doenga. No entanto, a ampla gama de alvos terapéuticos estudados pode contribuir para a
descoberta de compostos tripanocidas vindouros, assim como para a compreensao do
mecanismo de acdo de cada substancia testada. Neste sentido, a proposta do Presente estudo
foi contribuir para a solugdo deste problema, avaliando o potencial do AINE™ (acrénimo de

12 Estudo clinico randomizado é uma ferramenta de estudos experimentais em seres humanos de alta evidéncia cientifica. Consiste na
aplicacéo de intervengdes clinicas nos grupos de pacientes de forma aleatoria, ao invés de selecdo por caracteristicas da amostra ou
preferéncia dos participantes. (SOUZA, 2009).

B Os anti-inflamatdrios dividem-se em duas grandes classes, qual seja os anti-inflamatérios ndo esteroidais, que atuam na reducéo da
sintese de prostaglandinas, através da inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases. (Sdo exemplos: &cido acetil salicilico, ibuprofeno,
nimesulida). A outra classe é a dos anti-inflamatdrios esteroidais, que séo corticosteroides com efeitos mineralocorticoides, utilizados em
doencgas reumaticas graves, doencas inflamatorias intestinais, neoplasias, dentre outras. Tratamentos prolongados costumam provocar
retencdo de &gua e sal, hipertensdo e perda de potéassio. (Sdo exemplos: betametasona, dexametasona, hidrocortisona). Informagéao
disponivel em Formulario Terapéutico Nacional. Ministério da Sadde, 22 edigdo. 2010. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/formulario_terapeutico_nacional_2010.pdf. Acesso 17-07-2019.
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Anti-Inflamatorio Ndo Esteroidal) nimesulida (3) como uma possivel alternativa para a
terapéutica da doenca de Chagas.
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2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS
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A escolha do farmaco nimesulida para a realizacdo deste estudo se baseou na
consideracdo de alguns fatores, que apresentaremos rapidamente a seguir, e que Serdo
abordados em maior profundidade na discussdo dos resultados obtidos neste trabalho.
Observa-se que a nimesulida (representado na Figura 6) possui em sua estrutura uma
porcdo nitroaromatica (Ar-NO,). Diversos compostos contendo grupamento nitro possuem
um amplo rol de atividades bioldgicas, incluindo acdo antiparasitaria (RAETHER e
HANEL, 2003). Cabe ressaltar que os dois farmacos utilizados no tratamento da DC
possuem um grupamento nitro que esta ligado a anéis aromaticos heterociclicos, e que este
atributo estrutural estd intimamente ligado aos seus respectivos mecanismos de acdo. Um
seguinte aspecto considerado por nds na escolha da nimesulida para a realizacdo deste
estudo foi a informagdo, disponivel na literatura, de que outros AINE’s sdo capazes de
modular a infeccdo por T. cruzi (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Esta modulacdo ocorre
através da inibicdo do complexo enzimético ciclo-oxigenase, vital para o parasito. A
utilizacdo de um anti-inflamatério capaz de matar o parasito, além de inibir o processo de
infeccdo de células hospedeiras pela inibicdo da producdo de PGE,, é vantajosa no
tratamento dos danos inflamatorios causados durante o curso da doenca (BONNEY e
ENGMAN, 2008). Por ultimo, a possibilidade da nimesulida possuir acdo antiparasitaria
alinha-se com uma das estratégias contemporaneas de maior potencialidade para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento de doengas
parasitarias negligenciadas, que é o reposicionamento de farmacos (SBARAGLINI et al.,
2016).

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho consistiu na identificagdo da
provavel atividade toxica sobre o protozoario Trypanosoma cruzi do farmaco anti-
inflamatoria nimesulida (3, Figura 6). Foram planejadas avalia¢@es in vitro da nimesulida
(3) frente as diferentes formas evolutivas do protozoario (epimastigotas, amastigotas e
tripomastigotas). Com o intuito de obtermos dados sobre a seletividade da atividade
antiparasitaria, planejamos ainda a avaliagdo do AINE frente a diferentes tipos celulares
(macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, linfocitos oriundos do baco do animal,
além de célula de linhagem, a LLCMK2). A fim de avaliar a potencial contribuicdo da
porcao nitroaromatica na nimesulida (3) em sua possivel atividade anti-T.cruzi, propusemos
a reducdo quimiosseletiva do grupamento nitro presente na estrutura do farmaco, podendo
gerar a anilina correspondente (4, Figura 7). Este derivado foi testado frente a formas
epimastigotas do T. cruzi, nas mesmas condic¢des que seu precurssor (3). Assim obtivemos
informac0es preliminares sobre a importancia do grupo nitro-aromatico, que como ja dito
anteriormente, tem potencial toxiforico frente ao T. cruzi e cuja presenca na estrutura do
farmaco foi estratégica na escolha da nimesulida para realizagao deste estudo.

Adicionalmente a pesquisa com o farmaco nimesulida, outro objetivo deste trabalho
foi planejar dois compostos inéditos, através da estratégia de modificacdo estrutural
denominada hibridacdo molecular (SAADEH et al., 2009), unindo subunidades estruturais
da piperina (5, Figura 7) e do farmaco nimesulida. A piperina, amida natural isolada de
Piper nigrum, teve sua atividade tripanocida evidenciada em trabalhos anteriores de nosso
grupo (FREIRE-DE-LIMA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2004). Os novos derivados
hibridos planejados foram sintetizados e submetidos aos mesmos testes in vitro que a
nimesulida, com o intuito de se identificar possiveis incrementos na acao antiparasitaria dos
hibridos gerados, em relacdo aos seus precursores.
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Visando facilitar a leitura e o entendimento das etapas deste trabalho, optou-se em
dividir este estudo em dois capitulos, conforme descrito abaixo.

O Capitulo 1 contém a extracdo da molécula de nimesulida (3) a partir de
comprimidos do farmaco adquirido no comeércio para emprego nas analises, assim como
sua caracterizacdo. Contém ainda a sintese de seu derivado quimiosseletivamente reduzido
(4), com os respectivos testes de atividade frente ao Trypanosoma cruzi. Analises de
citometria de fluxo e de microscopia eletronica de transmisséo foram incluidas, objetivando
inferir a via provavel de morte celular induzida e as alteragdes ultraestruturais decorrentes
do tratamento com o farmaco (3).

O Capitulo Il contém a obtencao de dois hibridos moleculares de nimesulida (3) e 0
produto natural piperina. O primeiro hibrido H1 foi sintetizado a partir da N-acilacdo da
sulfonamida. Ja para a construcdo do segundo hibrido H2, a N-acilacdo ocorreu no atomo
de nitrogénio do grupamento amino, oriundo da reducdo quimica da nimesulida (3).
Pretendeu-se observar o efeito toxico das moléculas obtidas contra diferentes formas
evolutivas do parasito em funcdo da modificacdo molecular realizada.
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Figura 6. Estruturas quimicas. (A): nimesulida (3), N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanossulfonamida.
(B): nimesulida reduzida (4), N-(4-amino-2-fenoxifenil) metanossulfonamida.
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Figura 7. Estrutura quimica da piperina (5), 1-[(2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)penta-2,4-
dienoil]piperidina.
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3CAPITULO I

Estudos no reposicionamento do farmaco nimesulida para o tratamento da doenca de
Chagas.
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Os farmacos sdo substdncias quimicas projetadas para se ligarem a alvos
moleculares, fazendo-os agir de forma benéfica. Quanto maior é o entendimento da acéo de
um farmaco, melhor é a matriz de seu ciclo de desenvolvimento, com relacdo a pesquisa de
novas entidades moleculares envolvidas (NMEs, do inglés New Molecular Entity: NCEs e
NBEs, do inglés New Chemical Entity e New Biological Entity, respectivamente). Além
disso, o estudo continuo dos 6rgdos-alvo e dos mecanismos de acdo de um farmaco para
determinada doenca, torna possivel que este seja empregado para o tratamento de diferentes
grupos de populacdo (ARROWSMITH e HARRISON, 2012).

Nos Ultimos anos, houve crescente interesse por se encontrar novas utilizacGes para
antigos farmacos, diferentes do escopo para o qual foram desenvolvidos inicialmente.
Farmacos e pro-farmacos aprovados em testes clinicos possuem grande potencial de serem
utilizados com seguranca para tratamento de outras doencas. Denominada de
“reposicionamento de farmacos” (expressdes similares encontradas na literatura como drug
re-positioning; drug re-purposing; drug re-profilin e drug-tasking), a estratégia responde
atualmente por cerca de 30% dos medicamentos e vacinas aprovados pelo FDA (do inglés
Food and Drugs Administration) (JIN e WONG, 2014). Trata-se de uma abordagem de
pesquisa e desenvolvimento vidvel e muito atraente, em varios aspectos (ARROWSMITH e
HARRISON, 2012). Com efeito, reciclar antigos farmacos, que possuem suas propriedades
farmacol6gicas bem descritas, resgatar prot6tipos de moléculas bioativas ou ainda
prolongar a vida Gtil de patentes tém-se mostrado caminhos mais céleres, econémicos e
atraentes para a descoberta de novos medicamentos. Entre 1998 e 2008, o custo médio
envolvido no desenvolvimento de farmacos inéditos nos EUA foi de US$ 1,24 bilh&o,
incluidas as tentativas fracassadas (KAITIN, 2010). Alem do aspecto econdémico implicado,
fator primordial para a indudstria, o reposicionamento torna-se particularmente interessante
no que se refere ao tratamento de doencas raras e negligenciadas (OPREA et al., 2011). As
industrias farmacéuticas, ao assumirem como estratégia de producao o reposicionamento de
farmacos ou de candidatos ja existentes para novas indicagfes, minimizam os 6 a 9 anos
iniciais necessarios para o desenvolvimento de farmacos inéditos, pois o0s testes pré-clinicos
e ensaios clinicos passam a ser a etapa inicial do processo, o que reduz significativamente
riscos e custos. O processo tradicional de descoberta de protétipos de novos farmacos,
desde a descoberta do alvo molecular até o seu registro e fabricacdo, costuma durar de 10 a
17 anos. Enquanto o seu reposicionamento pode abreviar este tempo para algo entre 3 a 12
anos, até a sua reintroducdo no mercado com outra funcdo (ASHBURN e THOR, 2004).
Com isso, a estratégia mostra-se economicamente atrativa, tanto para a industria
farmacéutica quanto para as empresas de biotecnologia, quando comparada ao custo de
desenvolvimento de novas substancias precursoras de farmacos. Ademais, fatores como
obstaculos regulatorios cada vez maiores, juntamente com a pressao global sobre os precos,
a alternativa de uso de medicamentos “genéricos” e a necessidade de estender a vida de um
farmaco aprovado aumentam o rol de motivos mercadoldgicos para ampliar a criatividade
nos departamentos de pesquisa e desenvolvimento de diversos nichos farmacéuticos, em
detrimento de sua sobrevivéncia competitiva (HORROBIN, 2001). Parece haver muitos
efeitos positivos nesta abordagem terapéutica, porém alguns pontos precisam ser
considerados. Por exemplo, se o candidato ndo atender aos requisitos atuais de
regulamentacdo clinica, serdo necessarios novos ensaios na fase | para completar o
conjunto dos estudos, o que pode aumentar tempo, custo e risco. (BAEK et al., 2015).
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Outro desafio € o desvio no modo de agdo do farmaco reposicionado, com
comprometimento de seguranca, afetando multi-alvos (MEDINA-FRANCO, et al., 2013).

A sulfonamida nimesulida (3, NIM) é amplamente utilizada na terapéutica desde os
anos 70, por suas propriedades anti-inflamatoria, analgésica e antipirética. Desta forma,
apostando em sua prética segura ao longo dos anos, este trabalho foi conduzido na
expectativa de éxito terapéutico. O medicamento parece exercer seus efeitos através de
varios mecanismos, incluindo eliminacdo de radicais livres, inibicdo da liberacdo de
histamina, inibicdo da ciclo-oxigenase, inibicdo da fosfodiesterase, dentre outros (OATES,
1991; TOGNELLA, 1993). Sua descoberta ocorreu antes da identificacdo do papel das
prostaglandinas (PGs) na inflamacéo e na dor (CAIAZZO et al., 2019).
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Resultados |
Extracédo de nimesulida (3) a partir do medicamento adquirido comercialmente.

A extracdo acido-base de NIM (3), a partir de comprimidos do farmaco, resultou
num rendimento de 90%. A sua purificacdo foi realizada através de duas recristalizacdes
consecutivas, conforme sugerido por GONSALVES et al. (2013). O ponto de fusdo do
solido obtido ap6s a primeira recristalizacdo foi 150-151 °C. Apbés a segunda
recristalizacdo, o solido apresentou ponto de fusdo 147-148 °C, o que esta de acordo com o
valor 147 °C apontado na literatura (SHOUKRI, et al., 2009). A nimesulida (3) foi
caracterizado por técnica de infravermelho (Espectro 1, pagina 145), em que foi possivel
observar sinais caracteristicos do composto: um sinal em 3280 cm™ referente ao
estiramento N-H de amida secundaria e um sinal em 1587 cm™ referente & deformacéo
angular da ligacdo N-H de amida secundéria. Aparece ainda outro sinal em 1332 cm™
referente a deformacdo axial simétrica e assimétrica de NO,. No espectro de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) (Espectro 2, pagina 146), um conjunto de
sinais entre 6 7,09 e 7,49 ppm representam os hidrogénios dos anéis aromadticos. Os
hidrogénios metilicos sdo representados pelo sinal simples em & 3,19 ppm. No espectro de
Carbono-13 (DPTQ) (Espectro 3, pagina 146), um sinal em & 40,56 ppm representa o
carbono metilico. Também foram observados os sinais em 6 143,72 ppm referente ao
carbono ligado ao nitrogénio da sulfonamida ¢ em & 154,17 ppm referente ao carbono
ligado ao nitrogénio do grupamento NH,. O espectro de massas (Espectro 4, pagina 148)
apresentou o ion molecular m/z 308. Todos 0s espectros das moléculas, assim como 0s
assinalamentos dos atomos de hidrogénio e carbono, estdo apresentados nos Anexos
(pagina 142), ao final desta tese.

Obtencéo da anilina (4) derivada da nimesulida (3).

A proposta de modificacdo estrutural na molécula da nimesulida (3) consistiu na
reducdo quimiosseletiva do seu grupo nitro (NO,) para gerar a anilina correspondente com
o grupo amino (NHy) ligado ao anel aromatico. A alteracdo provocou ao mesmo tempo,
perda de sua similaridade estrutural com o benznidazol e de suas propriedades como AINE.
A nimesulida (3) sofreu reducdo quimica na presenca de ferro metélico e cloreto de
amonio, sob refluxo, por 2 horas (PERICHERLA et al., 2007). A reacao foi monitorada por
cromatografia de camada fina em placas de silica e visualizada com luz ultravioleta. Foi
obtido um produto solido (65%), de cor amarelada, com ponto de fusdo 170-172 °C (JIAN
et al., 2017). O produto foi analisado e os dados espectroscdpicos foram condizentes com a
estrutura do composto. No Esquema 1 encontra-se indicada a reacdo de formacdo da
nimesulida reduzida (4).

25



)
\ CHj, (o)
\s/ \\ CH,
~ ~
AN \\ 8
0o HN \\
®) Fe / NH,CI o
Etanol / agua o
—_—
refluxo,1h
NG 65%
o~ §o
NH,

Nimesulida (3) Nimesulida reduzida (4)

Esquema 1. Preparagdo da nimesulida reduzida (4).

Observam-se sinais caracteristicos para a estrutura de (4) no espectro de IV
(Espectro 5, pagina 149), como sinais na regido de 3396 cm™, referentes a estiramento N-
H de amina primaria aromatica, além dos sinais de vibracdo 3328 cm™ relativo a
estiramento de N-H de amida secundéria e 1585 cm™ do deformacéo angular de N-H de
amida secundéria. No espectrode RMN *H (Espectro 6, pagina 150) foram observados os
dois sinais referentes aos hidrogénios ligados ao atomos de nitrogénio, um sinal simples em
d 5,28 ppm, referentes aos hidrogénios do grupo NH,, e outro sinal simples em & 8,79 ppm
referente ao hidrogénio do grupo NH da sulfonamida. Também estd presente o sinal
simples dos hidrogénios do grupamento metilic em & 2,88 ppm. No espectro de RMN *C
(Espectro 7, pagina 150) foi observado o sinal & 40,46 ppm referente ao carbono metilico,
além de outros sinais compativeis com a estrutura. O espectro de massas apresentou o ion
molecular m/z 278 (Espectro 8, pagina 152).

Cinetica de crescimento dos parasitos e cultivo das formas epimastigotas.

Inicialmente, realizamos a padronizacdo do crescimento das culturas do parasito.
Para tanto, as formas epimastigotas de T. cruzi (2 x 10° parasitos x mL™) foram cultivadas
em meio proprio de nutrientes (BHI com 10% de soro fetal bovino). O crecimento da
cultura foi entdo avaliado através da quantificacdo direta das formas epimastigotas em
camara de Neubauer, durante 15 dias consecutivos, em microscopico optico com aumento
de 40 x. O resultado indicou que o sétimo dia foi o que apresentou maior concentracdo de
parasitos vidveis. A andlise da curva cinética obtida indicou trés fases de crescimento do
parasito em cultura, quais sejam, a fase exponencial, iniciando no dia trés até dias seis-sete;
a fase estacionéria até dias oito-nove e, por fim, o inicio da perda de viabilidade das células
em cultura. Resultados apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Curva cinética de epimastigotas em meio de cultura proprio (BHI com 10% de soro fetal bovino). O
inoculo utilizado foi 2 x 10° parasitos x mL™. A quantificacio realizada durante 15 dias ap6s o inéculo, por
microscdpia optica com aumento de 40 x, em cdmara de Neubauer. Resultado obtido em dois experimentos
independentes.

Determinacdo da concentracao do diluente DMSO in6cua aos parasitos.

Um segundo aspecto experimental precisou ser considerado. Como todas as
solucdes estoque das substancias seriam preparadas em dimetilsulféxido (DMSO), admitiu-
se ser necessdria a determinacdo da faixa de concentracdo de DMSO inbcua a
sobrevivéncia dos parasitos nos experimentos deste estudo. Para tal, os parasitos em fase
exponencial de crescimento foram ressuspendidos em meio de cultura fresco, e adicionados
em microplacas de 96 pocos, utilizando-se um inéculo de 2 x 10° parasitos x mL™, na
presenca ou ndao de DMSO, nas duas maiores concentracdes que seriam utilizadas para
preparacdo das solugdes estoque. Foram empregadas concentragcfes de 0,38 e 0,19%, em
diluicdo seriada, com fator de diluicdo igual a dois. Apos incubacdo, a toxicidade dos
parasitos frente a0 DMSO foi avaliada através do ensaio do MTT* (MUELAS-SERRANO
et al., adaptado, 2000). O efeito tripanocida foi mensurado pelo percentual de inibicdo de
crescimento dos parasitos, em relagéo ao controle vivo (Figura 9).

40 sal tetrazélio MTT (Brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) é clivado pela enzima
succinato desidrogenase mitocondrial, resultando no produto azul de nome formazan, que absorve na faixa de
570 nm. O reagente € muito Util para avaliar a sobrevivéncia e proliferacdo celulares (DENIZOT e LANG,
1986).

27



1501
g
o
c
@
E 1004 |
o I
2]
Q
o
Q
©
o 501
u®
<
2
<

0

o 3 [
_ oD ,ycb Concentragédo (%)
KN k o
\,\ OQ [e)
(¢} @@ ®6
Q Q

Figura 9. Avaliacdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com DMSO
nas concentracdes 0,38 % e 0,19 %. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentragéo de
2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 96 pocos com DMSO.
A viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Néo se observa efeito toxico significativo do
solvente em ambas as concentracfes. Resultados representativos de dois experimentos
independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad
Prism, versao 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

O resultado foi satisfatdrio indicando nao haver efeito toxico para o T. cruzi quando
0 parasito é exposto a uma concentragdo de 0,38 % de DMSO. Assim, a concentracao final
de DMSO utilizada nos ensaios permaneceu entre 0,1 e 0,3 %, no maximo, em todos 0s
experimentos.

Avaliacdo da atividade da nimesulida (3) sobre formas epimastigotas.

A proxima fase foi a realizacdo de um ensaio para verificar a atividade tripanocida
da nimesulida (3). Perante as informacdes extraidas da curva cinética (Figura 8), procedeu-
se entdo o tratamento das formas epimastigotas com nimesulida (3). Os parasitos em fase
exponencial de crescimento foram ressupendidos em meio de cultura fresco e adicionados
em placas de 48 pogos, utilizando indculo de 2 x 10° parasitos x mL™, na presenca ou néo
de diferentes concentracdes da NIM (3), 100, 50, 10 e 1 pg x mL™. O crescimento e as
alteracbes morfoldgicas da cultura foram acompanhados por microscopia Optica e a
quantificacdo realizada em cadmara de Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método de excluséo, utilizando o corante azoico azul de Tripan (MULLEN et al., 1975).
Este resultado encontra-se na Figura 10.
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Figura 10. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com
nimesulida (3) nas concentragbes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na
concentracdo de 2 x 10° células x mL™ e tratados em placas de 48 pogos com quatro concentragdes
do farmaco (3), variando de 1 a 100 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo método de
exclusdo utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da molécula (3) nas trés maiores
concentracbes (96%, 83% e 71%, respectivamente). Resultados representativos de dois
experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa
GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Avaliacdo da atividade da nimesulida reduzida (4) sobre formas epimastigotas.

Procedeu-se entdo o tratamento das formas epimastigotas com nimesulida reduzida
(4). Os parasitos em fase exponencial de crescimento foram ressupendidos em meio de
cultura fresco e adicionados em placas de 48 pocos, utilizando indculo de 2 x 10° parasitos
x mL™, na presenca ou néo de diferentes concentracdes do derivado (4), 100, 50, 10 e 1 g
x mL™. O crescimento e as alteracdes morfoldgicas da cultura foram acompanhados por
microscopia oOptica e a quantificacdo realizada em camara de Neubauer (MULLEN et al.,
1975). Este resultado encontra-se na Figura 11.
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Figura 11. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com
nimesulida reduzida (4) nas concentragfes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na
concentracdo de 2 x 10° parasitos x mL™ e tratados em placas de 48 pogos com quatro
concentragdes do derivado (4), variando de 1 a 100 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo
método de exclusdo utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da molécula (4) nas duas
maiores concentracdes (82% e 56%, respectivamente), porém inferior a atividade do precursor (3).
Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas

utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**)
p<0,05.

Paralelamente, foi executado o ensaio com benznidazol (2), de acordo com o0s
mesmos procedimentos utilizados para a nimesulida (3) (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com
benznidazol (2) nas concentrages indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na
concentracdo de 2 x 10° parasitos x mL™ e tratados em placas de 48 pocos com quatro
concentragdes do farmaco (2), variando de 1 a 100 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo
método de exclusdo utilizando azul de Tripan. Nas concentragBes do ensaio, ndo observa-se
crescimento celular. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as
culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***)
p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Determinacdo dos valores da concentracdo inibitéria (Clsg) da nimesulida (3),
nimesulida reduzida (4) e fArmaco utilizado como referéncia no estudo, benznidazol

2.

Analisando o efeito da nimesulida (3), apresentado na Figura 10, é possivel
concluir que ha uma evidente inibicdo do crescimento de epimastigotas nas concentragdes
de 100, 50 e 10 pg x mL™ utilizadas. J& na concentragdo de 1 pg x mL™, ocorre uma
diminuicdo expressiva da atividade tripanocida. O fendmeno de intensa atividade ocorreu
nas quatro dosagens de benznidazol (2). Foi necessario entdo eleger uma faixa menor de
concentracdo, pois assim esperava-se determinar a concentracdo inibitoria média (Clsg) de
ambos 0s compostos. Ja a observacdo do resultado para a nimesulida reduzida (4) (Figura
11) evidenciou um dado interessante, qual seja a baixa atividade do composto frente as
formas epimastigotas, em comparacdo aa nimesulida (3). A interpolacdo dos dados foi
possivel de ser feita no programa de analise, gerando um valor de concentragdo inibitéria
Clso para a nimesulida reduzida (4) igual a (47,74+3,81) pug x mL™ ou (171,74+13,72) puM,
valor expressivamente alto.

Quanto a nimesulida (3), do grafico da Figura 10 deduz-se que, provavelmente, a
faixa da concentracdo inibitoria frente as formas epimastigotas, deveria estar entre 1 e 10
ng x mL™. Apostando-se nesta hipétese, um préximo ensaio foi conduzido nas mesmas
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condigdes experimentais, mas em concentracdes inseridas nesta faixa menor (1; 2,5; 5 e 10
ng x mLY). O estudo levou aos resultados apresentados nas Figuras 13 e 14 para a
nimesulida (3) e benznidazol (2), respectivamente.
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Figura 13. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com
nimesulida (3) nas concentragfes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na
concentracdo de 2 x 10° parasitos x mL™ e tratados em placas de 48 pogos com quatro
concentracdes do farmaco (3), variando de 1 a 10 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo
método de exclusdo utilizando azul de Tripan. Observa-se inibicdo de crescimento celular nas duas
maiores concentra¢fes. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as
culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***)
p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.
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Figura 14. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com
benznidazol (2) nas concentracBes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na
concentracdo de 2 x 10° parasitos x mL™ e tratados em placas de 48 pocos com quatro
concentracdes do farmaco (2), variando de 1 a 10 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo
método de exclusdo utilizando azul de Tripan. Nas quatro concentragdes do ensaio, ndo observa-se
crescimento celular. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as
culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***)
p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.
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Agora sim, a andlise dos resultados obtidos no teste pelo método de exclusdo com
azul de Tripan (MULLEN et al., 1975) permitiu o programa realizar a interpolacdo dos
dados para nimesulida (3) e benznidazol (2), gerando a concentracdo inibitoria para ambos
os farmacos no tratamento dos epimastigotas. Os resultados para as trés substancias estdo
resumidos na Tabela 4. Diante da perda de atividade observada para (4), ndo foi dado
prosseguimento no estudo com a molécula.

Tabela 4. Valores de Cls, das substancias testadas contra formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi (cepa Y), através do método de exclusdo com azul de Tripan.

Substancia Cl 5 T. cruzi (UM) Cl s T. cruzi (ug x mL™)
Nimesulida (3) (12,90+0,48) (3,9740,15)
Benznidazol (2) (3,82+0,65) (0,99+0,17)
Nimesulida reduzida (4) (171,74%13,72) (47,743,81)

Decidiu-se numa etapa posterior, avaliar a atividade tripanocida empregando o
método colorimétrico pelo MTT, por ser menor 0 tempo de andlise. Para este intuito, 0s
parasitos, em fase exponencial de crescimento, foram ressupendidos em meio de cultura
fresco, e adicionados em microplacas de 96 pocos, utilizando-se um inéculo de 2 x 10°
parasitos x mL™, na presenca ou ndo de diferentes concentracdes da NIM (3). Foram
utilizadas concentragdes na faixa de 1,56 pM a 100 pM, em diluicéo seriada, com fator de
diluicdo igual a dois. Apds incubacdo, a viabilidade frente aa nimesulida (3) foi avaliada
através do ensaio do MTT (MUELAS-SERRANO et al., adaptado, 2000). O efeito
tripanocida foi mensurado pelo percentual de inibicdo de crescimento dos parasitos, em
relacdo ao controle em 50% (Clsp) (Figura 15). Como referéncia no teste utilizou-se o
farmaco benznidazol (2) (Figura 16).
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Figura 15. Avaliacdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com
nimesulida (3) nas concentracfes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na
concentracdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 96
pogos com sete concentra¢fes do farmaco (3), variando de 1,56 a 100 uM. A viabilidade celular foi
obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitoria da nimesulida (3) na maioria das
concentracOes da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes,
com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, verséo 5.
(***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.
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Figura 16. Avaliagcdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com
benznidazol (2) nas concentracBes indicadas. Os parasitos foram cultivados em ftriplicata na
concentracdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 96
pocos com sete concentracBes do farmaco (2), variando de 1,56 a 100 uM. A viabilidade celular foi
obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitéria do benznidazol (2) em todas as
concentracOes da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes,
com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, verséo 5.
(***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Novamente, a analise dos resultados obtidos com o teste colorimétrico do MTT
(Figuras 15 e 16) permitiu determinar a concentragdo inibitoria para ambos os farmacos no
tratamento dos epimastigotas (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de Cls, das substancias testadas contra formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi (cepa Y), através do método colorimétrico do MTT.

Substancia Cl 5 T. cruzi (uM) Cl s T. cruzi (ug x mL™)
Nimesulida (3) (12,9340,04) (3,9840,01)
Benznidazol (2) (1,40+0,13) (0,36+0,03)

Os dados obtidos foram sugestivos quanto a validacdo de ambos os métodos
utilizados, uma vez que os resultados encontrados tanto por quantificagdo em cémara de
Neubauer quanto por colorimetria ficaram dentro da mesma ordem de grandeza. Assim, a
nimesulida (3) apresentou-se como capaz de inibir de forma satisfatéria o crescimento dos
parasitos em cultura, quando comparado ao farmaco de referéncia benznidazol (2).

Avaliacdo da atividade da nimesulida (3) sobre formas epimastigotas, apos tratamento
overnight.

A atividade da nimesulida (3) frente as formas epimastigotas, quando comparada ao
efeito do benznidazol (2), gerou uma davida quanto ao inicio de sua atividade. Para a
obtencdo desta resposta, a cultura de parasitos na fase exponencial de crescimento foi
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adicionada em placa de 48 pocos, utilizando inéculo de 2 x 10° parasitos x mL™, na
presenca ou ndo de NIM (3) e BNZ (2), ambos na concentracdo de 10 pg x mL™. O
crescimento e as alteragdes morfoldgicas da cultura foram acompanhados por microscopia
Optica e a quantificacdo realizada em camara de Neubauer, apos 24 horas de incubacéo
(MULLEN et al., 1975). O resultado na Figura 17 revela que a nimesulida (3), tal como o
benznidazol (2), inicia seu efeito toxico sobre o T. cruzi nas primeiras 24 horas de
tratamento.
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Figura 17. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com
nimesulida (3) e benznidazol (2) nas concentragfes indicadas. Os parasitos foram cultivados em
triplicata na concentracdo de 2 x 10° parasitos x mL™ e tratados por 24 horas em placas de 48 pogos
com as substancias na concentragdo de 10 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo método
de exclusdo utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade de ambas as moléculas (3) e (2) na
concentracdo do ensaio. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as
culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***)
p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Avaliacéo do potencial citotdxico da nimesulida (3) em macro6fagos murinos.

Para a avaliacdo da atividade citotdxica em células primarias foram utilizados
macrdfagos peritoneais que foram cultivados na presenca ou ndo de nimesulida (3), nas
concentracdes de 10, 5, 2,5 e 1 pg x mL™. Para efeitos de controle e parametro
comparativo, os mesmos testes foram realizados com benznidazol (2). Os macréfagos
foram coletados do exsudado peritoneal de camundongo BALB/c e tratados por 48 horas
com as diferentes concentracfes de NIM (3) e BNZ (2).

A quantificacdo de células viaveis foi realizada por reacdo com XTT (RISS et al.,
2013). Os resultados para ambos os farmacos (3) e (2) estdo apresentados nas Figuras 18 e
19, respectivamente.
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Figura 18. Avaliacdo da viabilidade celular em macrofagos peritoneais murinos tratados com
nimesulida (3) nas concentracGes indicadas. Os macrdfagos foram cultivados em triplicata em placa
de 24 pocos na concentracdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas com
quatro concentracdes do farmaco (3), variando de 1 a 10 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida
pelo método do XTT. Ndo se observa diferenca significativa em relacdo ao controle vivo.
Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas
utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**)
p<0,05.
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Figura 19. Avaliacdo da viabilidade celular em macrd6fagos peritoneais murinos tratados com
benznidazol (2) nas concentracdes indicadas. Os macrofagos foram cultivados em triplicata em
placa de 24 pogos na concentragéo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas
com quatro concentragdes do farmaco (2), variando de 1 a 10 pug x mL™. A viabilidade celular foi
obtida pelo método do XTT. Observa citotoxicidade significativa em relacdo ao controle vivo na
concentracdo de 10 pg x mL™. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com
as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***)
p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

O resultado obtido para citotoxicidade da nimesulida (3) frente a células de
macrofagos foi melhor que do benznidazol (2), uma vez que o farmaco utilizado no
tratamento do mal de Chagas (2) evidenciou que, numa concentracdo de 10 pg x mL™, foi
mais citotdxico que nimesulida (3), conforme visualizado na Figura 19.

Avaliagdo do potencial citotoxico da nimesulida (3) em culturas de linfocitos
esplénicos.

Foi realizado outro ensaio de viabilidade em uma populacdo de células primarias.
Dessa vez, utilizamos culturas enriquecidas de linfocitos esplénicos. Os linfocitos sdo
células mais sensiveis a agentes toxicos. Dessa forma, a integridade destas células frente aa
nimesulida (3) pode indicar boa tolerancia de células de mamiferos, quando expostas a
substancia (SPIELBERG, 1984). Para este ensaio, uma populacdo enriquecida de células de
linfécitos foi obtida do baco de camundongos BALB/c e cultivadas na concentragdo de 2 x
10° células x mL™. As células foram submetidas ao teste com nimesulida (3) e benznidazol
(2), nas mesmas concentracdes anteriores descritas. A quantificacdo de celulas viaveis foi
realizada por reagdo com XTT (RISS et al., 2013). O resultado estd apresentado nas
Figuras 20 e 21, respectivamente.
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Figura 20. Avaliacdo da viabilidade celular em populacdo de células enriquecida de linfécitos
esplénicos murinos tratados com nimesulida (3) nas concentracfes indicadas. Os esplenécitos foram
cultivados em triplicatas na concentragdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48
horas com diferentes concentracdes de NIM (3) variando de 1 a 10 ug x mL™. A viabilidade celular
foi obtida pelo método do XTT. N&o se observa diferenca significativa em relacdo ao controle vivo.
Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas
utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**)
p<0,05.

39



1507
X
o
c
()
g 1007 =
£ —_
(8]
®
(8]
()
© 50
o
]
<
2
=
0 T
w ,\'Q ©“ <:) N 1
~ <> Vv < Ry xmL
< Q;\/é Q" Q;\/é Q"

Figura 21. Avaliacdo da viabilidade celular em populacdo de células enriquecida de linfocitos
esplénicos murinos tratados com benznidazol (2) nas concentrages indicadas. Os esplendcitos
foram cultivados em triplicata na concentracdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas
por 48 horas em placas de 24 pogos com quatro concentragdes do farmaco (2), variando de 1 a 10
ug x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo método do XTT. N4o se observa citotoxicidade
significativa em relacdo ao controle vivo na concentragdo de 10 pg x mL™. Resultados
representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste
ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

O resultado obtido na avaliagdo da citotoxicidade da nimesulida (3) frente a
linfécitos murinos mostrou que o0 composto ndo causa prejuizo a este tipo celular.
Resultado semelhante foi obtido para o benznidazol (2), mesmo na maior concentragéo de
10 pug x mL™, conforme visualizado na Figura 21.

Procedeu-se entdo um novo teste em duas concentracGes diferentes para nimesulida
(3) e benznidazol (2), desta vez nas concentracdes de 17 e 35 pM, quantificando pela
reacdo com MTT (MUELAS-SERRANO et al., 2000). Esses valores de concentracdo
foram escolhidos, considerando que o maior valor de concentracdo testada para a
citotoxicidade da nimesulida (3), sobre macrofagos e linfécitos, que ndo apresentou efeito
téxico foi 10 ug x mL™?, conforme mostrado nas Figuras 18 e 20 **. O resultado obtido
corroborou os dados mostrados na Figura 21, indicando auséncia de toxicidade da
nimesulida (3) para os macréfagos murinos (Figura 22). Quanto ao farmaco de referéncia
(2), percebeu-se discreta toxicidade na maior concentragéo testada.

'3 Transformando as unidades de concentracéo: 10 pg x mL™ correspondem a 32 pM para nimesulida (MM
308 g x mol™) e 38 uM para benznidazol (MM 260 g x mol™).
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Figura 22. Avaliacdo da viabilidade celular de macr6fagos tratados com nimesulida (3) e
benznidazol (2) nas concentragdes indicadas. As células foram cultivados em triplicata na
concentracdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas em placas de 24
pogos com duas concentragbes das moléculas, 17 e 35 uM. A viabilidade celular foi obtida pelo
método do MTT. Observa-se que nimesulida (3) ndo causou dano téxico aos macrdfagos enguanto
que o benznidazol (2) é toxico na maior concentracdo. Resultados representativos de dois
experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa
GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Efeito da nimesulida (3) na infecgdo in vitro de células LLCMK2 com T. cruzi.

A constatacdo da acdo tripanocida da nimesulida (3) frente as formas epimastigotas
com a concomitante manutencdo da viabilidade celular das células murinas, foi um
estimulo a continuidade do estudo proposto. Assim, foram conduzidos, na sequéncia,
experimentos visando verificar a agdo da nimesulida (3) em ensaios in vitro sobre as demais
formas evolutivas do parasito. As formas tripomastigotas foram obtidas da infeccdo de
células de linhagem LLCMK2. Os parasitos foram recolhidos nos dias de pico de liberacao
(7° e 9° dias) e utilizados imediatamente para a infeccdo dos macréfagos murinos. Para
descartar qualquer interferéncia da possivel toxicidade da nimesulida (3) na linhagem
LLCMK?2 que pudesse interferir no resultado da infeccdo, buscou-se identificar a acdo do
NIM (3) na manutengdo da viabilidade destas células. Resultou que, também neste caso, 0
NIM (3) ndo interferiu na preservacdo destas formas celulares, com nenhuma significancia
estatistica, conforme evidenciado na Figura 23.
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Figura 23. Avaliacdo da viabilidade de células de linhagem LLCMK?2 tratadas com nimesulida (3)
nas concentracdes indicadas. As células foram cultivadas em triplicata na concentracio de 2 x 10°
células x mL™ e tratadas por 48 horas em placas de 24 pocos com sete concentracdes do farmaco
(3), variando de 1,56 a 100 uM. A viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Nao se
observou acdo citotoxica do NIM (3) em nenhuma das concentracdes. Resultados representativos de
dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do
programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Dessa forma, o indice de seletividade calculado (Clsg na célula/Clsy no T. cruzi)
resultou em valor maior que 7,8 para a nimesulida (3) e maior que 9,2 para o benznidazol
(2), valores considerados como bons indices.

Efeito da nimesulida (3) in vitro na proliferacdo de amastigotas, em macrofagos
peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi.

A etapa seguinte consistiu na realizacdo do ensaio para a avaliacdo da proliferacéo
de amastigotas intracelulares na presenga de nimesulida (3). O experimento foi conduzido
semeando-se 2 x 10° macréfagos em laminulas dentro de placa de 24 pocos, por 72 horas,
na presenca ou ndo de nimesulida (3) e do farmaco de referéncia (2), na concentracdo de 35
UM, valor no qual a nimesulida ndo é toxico aos macrdfagos. Apos este tempo de
incubacdo, as laminulas foram fixadas, coradas e procedeu-se a quantificacdo das formas
amastigotas intracelulares em microscopio optico em aumento de 100x (Figura 24).
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Figura 24. Inibicdo da proliferacdo de formas amastigotas de T. cruzi in vitro de macr6fagos
peritoneais murinos infectados. Foram semeados em laminulas, em placas de 24 pocos, 2 x 10°
macrofagos, e infectados com tripomastigotas, com multiplicidade de infec¢do 3:1. As culturas
foram tratadas com nimesulida (3) na concentracdo de 35 pM e incubadas em atmosfera com 5% de
CO, a 37 °C. O mesmo procedimento foi realizado com o farmaco de referéncia benznidazol (2).
Apbs 72 horas de tratamento, as laminulas foram processadas e quantificadas em microscépio
optico em aumento de 100x. Observa-se a inibicdo de 55,78% da proliferagdo das formas
amastigotas em culturas tratadas com NIM (3) e 78,62% quando tratadas pelo BZN (2). Resultados
representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste
ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Neste experimento, a nimesulida (3) apresentou atividade anti-amastigota inibindo a
proliferacdo desta forma parasitaria em cerca de 56%, valor com significancia estatistica
guando comparado ao efeito do benznidazol (2), nas mesmas condicdes, que inibiu em 78%
a multiplicacdo das amastigotas.

Efeito da nimesulida (3) in vitro na liberacdo de tripomastigotas, em macro6fagos
peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi.

De posse do resultado da avaliacdo da toxicidade do NIM (3) contra macrofagos
murinos, prosseguiu-se entdo a infeccdo dos macro6fagos com as formas tripomastigotas
metaciclicas, oriundas da liberacdo das células LLMCK?2 infectadas. A multiplicidade de
infeccdo foi ajustada para 3 formas tripomastigotas para cada macréfago (PAIVA, et al.,
2012). Os macrofagos infectados foram tratados e ndo tratados com nimesulida (3) e
benznidazol (2), ambos na concentracdo de 35 puM, a mesma empregada no teste contra as
amastigotas. As formas tripomastigotas liberadas nos dias sete e nove pos-infeccdo, foram
quantificadas em camara de Neubauer (MULLEN et al., 1975) (Figura 24).

43



1.5

dpi 7

*% *

0.5 T

Tripomastigotas (x10°) x mL™?

0.0 T T | T
O o o O o o
& &S

uM

Figura 25. Inibicdo da liberacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi in vitro de macrofagos
peritoneais de murinos infectados. Foram plagueados 1 x 10° macréfagos e infectados com
tripomastigotas, com multiplicidade de infeccéo 3:1. As culturas foram tratadas com nimesulida (3)
na concentragdo de 35 UM e incubadas em atmosfera com 5% de CO, a 37 °C. O mesmo
procedimento foi realizado com o farmaco de referéncia benznidazol (2). As formas tripomastigotas
extracelulares no sobrenadante foram quantificadas nos dias sete e nove pos-infecgdo pelo método
de exclusdo utilizando azul de Tripan. Observou-se a inibicdo da liberacdo em ambos os dias, por
ambos os farmacos (3) e (2). Resultados representativos de dois experimentos independentes, com
as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***)
p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Os resultados apresentados mostraram que a nimesulida (3) inibiu de forma
significativa a liberacdo de formas tripomastigotas, em ambos os dias de pico de liberacéo
dos parasitos. Isto sinalizou sua atividade antiparasitaria sobre a forma evolutiva testada.

Avaliacéo da morte celular de epimastigotas tratados com nimesulida (3) in vitro.

O conjunto de resultados gerou a pergunta sobre qual tipo de morte celular do T.
cruzi estava sendo provocada pela nimesulida (3). Tendo em vista a observagao do efeito in
vitro de apoptose e/ou necrose decorrente do tratamento com o farmaco (3), foi realizado
um ensaio de citometria de fluxo, onde 1 x 10° epimastigotas, em fase exponencial de
crescimento, foram dispostos, tratados e nao-tratados, com nimesulida 35 pM, e incubados
por 24 horas. O BNZ (2) foi utilizado como referéncia. Apds o tratamento, os parasitos
foram centrifugados e ressuspendidos em 1000 pL de tampdo. Novamente centrifugados e
corados com Anexina V-FITC (AV) e lodeto de Propideo (IP), e analisados em citdmetro
de fluxo (FACSCALIBUR Becton & Dicknson) (Figura 26).
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Figura 26. Elucidacdo do tipo de morte celular de epimastigotas, na fase exponencial de
crescimento, tratados com nimesulida (3) na concentracdo de 35 UM, por 24 horas. Histogramas
representativos dos parasitos tratados e marcados para necrose com iodeto de propidio, no canal
FL2-H, e marcados para apoptose com anexina, no canal FL1-H. O mesmo procedimento foi
realizado para o farmaco de referéncia (2). Observa-se na regido superior direita que a nimesulida
(3) causou o dobro de morte por apoptose e necrose, simultaneamente, em relacdo ao benznidazol
(2). Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas
utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**)
p<0,05.

No conjunto dos resultados, observou-se que, apos 24 horas de tratamento, enquanto
o farmaco de referéncia (2) provocou a morte por necrose em 7,04% da populacdo de
células, o fenbmeno ocorreu apenas discretamente no tratamento com NIM (3) (1,30%)
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(regido superior esquerda dos histogramas). Equiparativamente, ambos os farmacos néo
causaram efeito apoptético durante o periodo de 24 horas de incubacao (regido inferior
direita dos histogramas). Porém, na regido de dupla marcacdo (superior direita), onde ha
morte celular por ambas as vias, necrdtica e apoptotica, dois aspectos podem ser
destacados. Primeiramente, o efeito causado pela nimesulida (3) apresentou mesma
significancia estatistica que o benznidazol (2), no tocante a morte celular (Figura 27).
Além disso, observou-se que a nimesulida (3) apresentou efeito apoptotico/necrético sobre
2,17% da populacéo de células, enquanto o BNZ (2) provocou este tipo de morte celular em
1,08% da populagdo total, valor que representa a metade do verificado para a nimesulida
(3). Ou, analisando em funcdo de viabilidade celular, ha mais parasitos vidveis apés o
tratamento com o benznidazol (88,5%) do que com a nimesulida (3) (82,05%) (Figura 27).
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Figura 27. Representacdo gréafica da porcentagem da marcagdo por Pl/Anexina de parasitos
tratados e ndo-tratados com nimesulida (3) e benznidazol (2), ap6s 24 horas. No controle morto,
cerca de 97% dos parasitos estdo vidveis. O tratamento por 24 horas com benznidazol (2) resultou
em 88% de parasitos vidveis remanescentes, enquanto que no tratamento com a nimesulida (3)
observa-se que menos parasitos estdo viaveis (82%). Dessa forma, a acdo do NIM (3) foi mais
eficaz para causar morte celular por apoptose/necrose, simultaneamente. Resultados representativos
de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do
programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Avaliacdo de alteracdes ultraestruturais em epimastigotas tratadas com nimesulida (3)
in vitro, por microscopia eletronica de transmissao.

Em virtude destas comprovagfes, o proximo estudo consistiu na avaliacdo dos
efeitos ultraestruturais dos epimastigotas tratados com nimesulida (3). Para isto, formas
epimastigotas (2 x 10° parasitos x mL™) em fase exponencial de crescimento foram tratadas
e ndo-tratadas por 24 horas com NIM (3) e BZN (2), ambos na concentracdo de 35 uM,
mesmo valor utilizado nos ensaios anteriores de atividade, por ndo ser citotoxico aos
macrdfagos. Apos o tratamento, foram processadas para analise de microscopia eletronica
de transmissdo (MET). As analises foram feitas sob a supervisdo da Dr® Suzana Corte-Real,
na Plataforma de Microscopia Eletrénica Rudolf Barth, localizada no campus da Fiocruz,
RJ. As micrografias obtidas aparecem na Figura 28 A-D.
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Figura 28. (A-D). Imagens em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de cultura axénica
de T. cruzi. (A) Micrografia eletrdnica mostrando visdo geral da forma epimastigota de T. cruzi,
cultivada na auséncia de nimesulida (3) com as organelas caracteristicas deste parasito. N: ndcleo.
M: mitocdndria. K: k DNA intramitocondrial. F: flagelo. R: reservossomos. (B). Nesta imagem,
observam-se 0s reservossomos, nucleo e mitocondria preservados. (C). Micrografia evidenciando
os acidos calcissomos distribuidos no citoplasma, indicados pelas pontas das setas. (D). Perfil
mitocondrial bem preservado, préximo a membrana plasmatica. Destaca-se ainda o cinetoplasto
mostrando o KDNA preservado na porc¢do mitocondrial entre o nucleo e o flagelo.

A organizagdo estrutural do T. cruzi tem sido bastante estudada pela técnica de

MET. Na Figura 29, podemos observar uma representacdo esquematica das principais
organelas encontradas na forma integra de epimastigota do parasito.
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Figura 29. Representacdo esquematica das principais organelas da forma epimastigota de T. cruzi
observadas por MET. (Adaptado de DE SOUZA, 2008).

Como é possivel observar, os epimastigotas tém nuacleo esférico com uma
membrana tipica com poros, e um nucléolo na porcéo central. O flagelo se projeta a partir
da metade do corpo do protozoario. JA o cinetoplasto possui um formato de disco
(FERREIRA et al., 2008), sendo a regido especifica da mitocondria na qual esta
concentrado o DNA mitocondrial. O formato do cinetoplasto e a sua posi¢do em relacéo ao
nucleo séo caracteristicos nas diferentes formas evolutivas do T. cruzi, sendo que na forma
epimastigota encontra-se entre a bolsa flagelar e o nicleo, na regido anterior do parasito.
Todas essas caracteristicas puderam ser observadas nas micrografias obtidas dos parasitos
cultivados na auséncia da nimesulida (3), conforme mostradas na Figura 28 A-D.

Ap0s 24 horas de tratamento com nimesulida (3), algumas alteracBes importantes
foram observadas nas fotomicrografias resultantes, de acordo com a visdo geral dos
parasitos tratados, conforme mostrado na Figura 30.
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Figura 30. (A). Vista geral dos parasitos tratados com nimesulida (3) na concentracdo de 35 pM, analisados por
Microscopia Eletronica de Transmisséo. (B). O tratamento induziu edema mitocondrial, com perda de morfologia da
organela, além de profunda alteracdo da morfologia nuclear. (C). Mitocdndria bem dilatada e com perda de cristas,
cinetoplasto elétron-denso e desorganizagdo dos reservossomos. (D). Nucleo com a heterocromatina condensada
localizada em trechos do envoltdrio nuclear, indicada pelas setas retas, cinetoplasto elétron-denso e intensa vacuolizagéo
citossolica, sinalizada com a letra V, além de mitocondria com morfologia alterada. (E). Nucleo apresentando
desestruturagdo do envoltério nuclear, mitocondria dilatada e presenca de vactolos. (F). Nucleo desorganizado com
heterocromatina aderida a superficie, indicada pelas setas retas e figura de mielina presente no citossol, representada pela
seta curva.
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Conforme mostrado na Figura 30A, ha evidéncia nitida de alteracdo na
ultraestrutura do parasito. Ainda: a perda de morfologia nuclear fica destacada na Figura
30B. A mitocondria aparece com mudangas na sua estrutura, bastante dilatada e sem cristas
aparentes, contendo o KDNA elétron-denso, bem compactado, com condensacdo
exacerbada, indicativo de possivel alteracdo da arquitetura do material genético (Figura
30C-D). O composto produziu ainda certa desorganizacao dos reservossomos, vacuolizacdo
citossolica, heterocromatina condensada em alguns trechos do envoltério nuclear e
presenca de mielina no citossol, conforme observado na Figura 30 D-F. Dessa forma, a
analise das micrografias indicou que a nimesulida (3) provocou alteragcfes ultraestruturais
importantes sobre as formas epimastigotas do parasito, 0 que indicou clara atividade nas
primeiras 24 horas de tratamento.

Avaliacdo das alteracGes ultraestruturais em epimastigotas causadas por diferentes
concentracdes do diluente DMSO.

Com o propdsito de padronizar as doses seguras de DMSO que ndo causariam
possiveis alteracdes ultraestruturais em nossas culturas de T. cruzi, um experimento foi
conduzido tratando formas epimastigotas com trés diferentes concentracdes do diluente
DMSO. Ja havia sido identificado anteriormente neste estudo que a faixa segura de trabalho
era em concentragdes até 0,38% de DMSO. As formas epimastigotas (2x10° parasitos x
mL™) foram tratadas e ndo-tratadas por 24 horas com DMSO, nas concentragdes de 0,1; 0,5
e 1%. Apds o tratamento, foram processadas para analise de microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET). As micrografias obtidas para os parasitos tratados aparecem na Figura
31A-F, e as do controle ndo-tratado com DMSO séo as mesmas apresentadas na Figura 28.
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Figura 31. (A-F). Micrografias de epimastigotas tratadas com trés concentragdes de DMSO. (A-B).
Tratamento com DMSO 0,1%. (A). Observam-se as organelas caracteristicas desta forma evolutiva.
Perfil mitocondrial preservado proximo & membrana plasmatica. Acidos calcissomos distribuidos
no citoplasma (setas brancas). Cinetoplasto com KDNA preservado na porgdo mitocondrial entre
nacleo e flagelo. (B). Perfil nuclear caracteristico, com ndcleo e cromatina preservados (seta preta).
Mitocondria e reservossomos integros. (C-D). Tratamento com DMSO 0,5%. (C). Cinetoplasto
apresentando KDNA com ultraestrutura caracteristica, posicionado entre nucleo e flagelo. Nucleo
com nucléolo e cromatina integros. (D). Flagelo na bolsa flagelar. Cinetoplasto preservado. (E-F).
Tratamento com DMSO 1%. Notam-se discretas alteragfes ultraestruturais na morfologia do
parasito. Nicleo com heterocromatina condensada, com certa desestruturacdo do envoltério nuclear.
Cinetoplasto elétron-denso. Mitocondria exibindo dilatagdo.

52



A observacgéo das micrografias evidenciou que, em concentracGes inferiores a 0,5%
de DMSO, ¢ possivel manter a estrutura celular do parasito de forma integra. Tal
constatagdo esta de acordo com estudos de atividade antiparasitaria que empregam 0,5% de
concentracdo de dimetilsulféxido, sem comprometimento da viabilidade celular (KAISER
et al., 2015). Porém, na concentracdo de 1% do diluente, surgem algumas alteracoes
nucleares e discreto edema mitocondrial. Este resultado corrobora os dados obtidos pelo
tratamento de epimastigotas com DMSO, utilizando o método do MTT, conforme mostrado
na Figura 9, anteriormente. Como consequéncia, utilizou-se a concentracéo final de DMSO
em contato com os parasitos na faixa de 0,1 a 0,3%, em todos os ensaios realizados nesta
tese. Demonstramos, assim, que concentracdes superiores a 1% do diluente empregado
podem promover modificagdes ultraestruturais nos parasitos, prejudicando sua viabilidade.
Por isso, os experimentos foram realizados numa faixa segura do diluente ndo tdxica as
células, em concentracBes cerca de dez vezes menor, garantindo-se dessa forma o
excludente da interferéncia do DMSO utilizado nos ensaios. As observacOes realizadas
neste estudo, onde claras alteragdes ultraestruturais ocorreram em epimastigotas de T. cruzi
em contato com meios contendo concentracdes finais de DMSO iguais a 1%, sdo de grande
importancia para pesquisas no desenvolvimento de novas moléculas com potencial anti-
chagasico, visto que encontramos na literatura diversos trabalhos onde concentracdes finais
de DMSO iguais ou maiores que 1% sdo utilizadas nos ensaios frente ao T. cruzi
(CAPUTTO et al., 2011; NAVARRO et al., 2001), o que talvez esteja interferindo nos
resultados de atividade observados para as moléculas avaliadas, colocando em duavida a
confiabilidade dos dados obtidos nesses estudos. Apesar de estudos de viabilidade celular
de epimastigotas de T. cruzi frente a DMSO e etanol, em diferentes concentragdes, estarem
presentes na literatura (CEVALLOS et al., 2017), ndo encontramos precedentes de um
estudo como o que realizamos neste trabalho, ou seja, com acompanhamento dos
tratamentos do parasito, frente as diferentes concentraces de DMSO, por microscopia
eletrénica de transmissdo. No entanto ndo podemos deixar de mencionar que variacoes de
sensibilidade ao DMSO podem estar relacionadas a determinados isolados ou condicdes de
cultivo.

Avaliacdo das alteracdes ultraestruturais em epimastigotas causadas por numero de
passagens indefinidas.

Neste ponto da tese, estéd incluida uma consideracdo importante que esteve presente
desde o inicio do trabalho, mas que vem apresentada ap0s a abordagem da MET, para
melhor compreensao.

A observacdo das primeiras culturas de epimastigotas mantidas para o estudo foi
feita em microscopio Optico, com aumento de 40x. No entanto, apds vérias passagens, foi
possivel verificar que as formas epimastigotas ndo mantinham algumas caracteristicas: ora
perdiam motilidade, ora apresentavam algumas deformag6es morfoldgicas que tornavam,
no conjunto, a cultura duvidosa para a conducdo dos experimentos, sendo entdo
descartadas. Quando isto ocorria, era necessario fazer o descongelamento de nova amostra,
dentre as mantidas em nitrogénio liquido no laborat6rio. Por isso, a pergunta a ser
respondida foi se as sucessivas passagens de culturas de epimastigotas causariam algum
dano celular ao T. cruzi. Procedeu-se entdo um ensaio de MET para a observacdo do
comportamento de parasitos com indefinidas passagens.
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Para 0 ensaio, 2 x 10° epimastigotas x mL™ em fase exponencial de crescimento
foram incubados e, apds sete dias, os parasitos foram processados para o0 ensaio de MET, de
acordo com os mesmos procedimentos ja descritos anteriormente. Na Figura 32 estdo
representadas algumas imagens obtidas.

Figura 32. (A-D). Imagens em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de cultura axénica
de T. cruzi de indefinidas passagens mantida por sete dias, apds indculo. (A) Micrografia eletrénica
mostrando visdo geral da forma epimastigota de T. cruzi, com as organelas caracteristicas deste
parasito. (B). Nesta imagem, observa-se o cinetoplasto elétron-denso e presenca de vacuolo
citossoélico, indicada pela seta preta. A mitocondria dilatada e com perda de morfologia esta
sinalizada com a seta branca. (C). Micrografia evidenciando nucleo com a heterocromatina
condensada, localizada em trechos do envoltério nuclear, indicada pelas setas brancas.
Vacuolizagdo citossolica indicada pela seta preta. (D). Perfil nuclear desorganizado, com
desestruturagdo do envoltério nuclear (seta preta) e forte vacuolizagdo citossolica, sinalizada com a
letra V (setas brancas).

Nas micrografias apresentadas na Figura 32, observa-se 0 aspecto pouco
preservado dos parasitos, de uma forma geral. Embora a observacdo dos parasitos em
microscopia optica, em aumento de 40x, tenha sido capaz de evidenciar alguns aspectos,
tais como perda de motilidade ou morfologia um tanto comprometida, a MET potencializou
a visualizacdo ultraestrutural do conjunto de alteragfes possiveis de ocorrer ao longo do
tempo ,com as passagens indefinidas, tais como perda de morfologia nuclear, processo de
vacuolizagcdo ou comprometimento do cinetoplasto, como visto nas imagens. Talvez estes
fendmenos eram os responsaveis pela observacdo, em microscopia Optica, de um aspecto
pouco saudavel dos parasitos, o que resultava na avaliagdo insatisfatdria da cultura para sua
utilizacdo nos experimentos. Ou seja, 0s resultados mostraram que 0s parasitos
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provenientes de sucessivas passagens perdiam a integridade de algumas organelas e, talvez
por isso, era observado por vezes um aspecto ndo homogéneo das culturas de
epimastigotas, embora com viabilidade parasitaria. O ensaio de MET foi determinante para
a orientacdo deste estudo no tocante a padronizacdo do numero de passagens (repiques) dos
parasitos empregados nos ensaios. Dessa forma, visando contornar este efeito e dispor de
parasitos com o fendtipo celular o mais homogéneo possivel para os experimentos,
normalizou-se utilizar epimastigotas sempre com baixas passagens, de 2 a 10, no maximo,
apos o descongelamento. Este fato tem relevancia no estudo, pois os parasitos, embora
vidveis, poderiam estar mais vulneraveis aos compostos utilizados nos ensaios, 0 que
mascararia a interpretacdo dos resultados. O modo como o0s epimastigotas foram isolados
com baixas passagens estd descrito nos Procedimentos Experimentais Bioldgicos, ao final
da tese.
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Discusséo |
Desenvolvimento de novos farmacos: reposicionamento

O processo da identificacdo da atividade antiparasitaria da nimesulida (3) sobre as
trés formas evolutivas de T. cruzi esta alinhada com a tendéncia de estudos contemporaneos
no tocante ao reposicionamento de farmacos. Tecendo consideracdes adicionais as inseridas
na introducdo desta tese, por entendermos a relevancia do método, apresentaremos na
sequéncia alguns pontos importantes sobre a insercao dos resultados obtidos no contexto do
tema em tela. Com efeito, a pratica da investigacdo do potencial de medicamentos presentes
no mercado para tratamento de outras doencas gerou uma nova perspectiva na area da
Farmacologia (BISGIN, 2012). O conceito de reposicionamento evoluiu a partir dos anos
80, e vem sendo considerado a nova face da inovacdo farmacéutica (KAITIN, 2010). Desde
entdo, diversos medicamentos foram empregados com sucesso em indicacdo terapéutica
adicional, conforme ilustrado na Tabela 6. A Figura 33 apresenta a variedade estrutural
destes farmacos reposicionados.

Tabela 6. Alguns farmacos reposicionados de sua indicacao terapéutica original.

Farmaco Indicagdo terapéutica Nova indicacdo
Zidovudina (AZT) Cancer HIV/AIDS

Topiramato Epilepsia Enxaqueca

Milnaciprano Depressdo Sindrome de fibromialgia
Minoxidil Hipertenséo Queda de cabelos
Lidocaina Anestésico Arritmia

Adaptado de NOVAC, 2013.
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Ademais, dentre as diferentes abordagens empregadas para o desenvolvimento de
farmacos, a estratégia de reposicionamento € a que proporciona menor tempo de
desenvolvimento com riscos mais baixos. Em geral, a reducdo de tempo nas etapas de
desenvolvimento de um farmaco pode vir associada ao aumento do risco (ASHBURN e
THOR, 2004). O reposicionamento contorna este problema, pois o candidato a ser
reposicionado ja& foi testado em varios estagios e, portanto, apresenta perfil
farmacocinético™® e de seguranca bem conhecidos. Uma vez realizados previamente
diversos estudos para 0 medicamento tais como, otimizacdo de estrutura quimica, triagem
de testes in vitro e in vivo, toxicologia, desenvolvimento de formulagdo, dosagens,
processos de fabricacdo, etc., a rota clinica a ser construida para a sua nova utilizacdo
encontra um caminho melhor pavimentado. Outro aspecto interessante do reposicionamento
¢ a aposta na introducdo clinica de farmacos ja utilizados, mas agora para finalidades
terapéuticas graves, oferecendo medicina segura, por exemplo, para a moléstia do cancer
(NOVAC, 2013; CHONG, 2007). Um dos mais sérios problemas dos medicamentos contra
0 cancer consiste nos efeitos colaterais que produzem, diminuindo a qualidade de vida dos
pacientes. A maioria dos medicamentos reposicionados possui efeitos colaterais menores,
quando comparados com outros farmacos anticancerigenos. Dessa forma, diversos
trabalhos tém celebrado o sucesso de propostas de inovacgédo para o tratamento do cancer, no
ambito da reorientacdo medicinal de farmacos aprovados. O conhecido triazol antifingico
itraconazol possui acdo bioldgica bem estabelecida (WARNOCK, 1989 apud SHIM, 2014),
no entanto, foi descrita também sua acdo anticancerigena, devido a atividade
antiangiogénica apresentada (CHONG, 2007). lgualmente acontece com a digoxina,
desenvolvida para disfuncdes cardiacas (BELARDINELLI, 1979); posteriormente estudos
indicaram a sua bioatividade anticancer (STENKVIST, 1982). Assim, 0 reposicionamento
para utilizacdo no tratamento de cancer pode ser uma boa estratégia terapéutica do ponto de
vista do bem estar do paciente (SHIM, 2014). Em outras linhas distintas, podemos citar
mais alguns exemplos bem conhecidos. O citrato de sildenafil, desenvolvido pela Pfizer
inicialmente para tratamento de hipertenséo, ndo alcangou o efeito desejado. Mais tarde,
pesquisadores desta empresa identificaram fortuitamente um efeito colateral interessante do
sildenafil, e reposicionaram sua indicacdo médica para o tratamento de disfungdo erétil
masculina, nos anos 2000, sendo imediatamente aprovado pelo FDA (JIN e WONG, 2013;
ASHBURN e THOR, 2004). Bastante citado também é o caso da talidomida, que surgiu no
mercado em 1957 com indicacdo para tratamento antiemético durante a gravidez. Efeitos
colaterais graves surgiram em mais de 12 mil criangas que nasceram com anormalidades
nos membros, decorrentes do uso da substancia pelas mées, o que resultou na retirada do
medicamento do mercado. Estudos posteriores mostraram que 0 composto era um
enantiomero e que apenas um dos isdmeros era responsavel pelos efeitos teratogénicos;
porém, como os dois isdmeros se interconvertem, este foi o risco de empregar a substancia
em mulheres férteis (FABRO et al., 1967). Mais tarde, foi proposto com sucesso 0
reposicionamento da talidomida para o tratamento de uma complica¢do dolorosa de lepra e
tuberculose (MATTHEWS e McCOY, 2003). Outros estudos foram feitos com a

16 A farmacocinética estuda como as taxas de circulacéo da substancia comportam-se nos sistemas biolégicos
e como sdo afetadas pela ADMET (Absorc¢do, Distribuicdo, Metabolismo, Eliminacdo e Toxicidade). In:
ASHBURN e THOR, 2004.
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talidomida para o tratamento da sindrome de Kaposi e do mieloma maltiplo (DI PERSIO et
al., 2009). A empresa biofarmacéutica Celgene obteve receita de cerca de US$ 550
milhGes, em 2008, com vendas de talidomida e, ao que parece, h4 mais estudos em
andamento para reposicionar a substancia (ARROWSMITH e HARRISON, 2012). Assim,
a talidomida e o sildenafil sdo exemplos bem sucedidos para a industria farmacéutica,
devido as extraordinarias receitas geradas com seu reposicionamento (NOVAC, 2013).
Adicionalmente, no tocante ao viés custo-beneficio, a metodologia posiciona-se como a
melhor escolha para o desenvolvimento de farmacos, conforme indicado na Figura 34
(ASHBURN e THOR, 2004).

De novo
Alto —

Reposicionamento

Licenciados

Reformulacio

Pequenos mercados
Baixo —|

Beneficio
(Tempo de entradano mercado, diferenciacio, lucro)

I I
Baixo Alto

Risco (Validade do alvo, propriedades semelhantes ao farmaco,
via de desenvolvimento)

Figura 34. O risco versus beneficio entre diferentes estratégias no desenvolvimento de farmacos. O
reposicionamento apresenta melhor desempenho, pois o candidato ja passou por Vvarios estagios de
desenvolvimento, sendo entidade ja comercializada. Apresenta-se mais vantajoso ainda, pois
oferece retorno de investimento mais rapido que os farmacos reformulados, sob licenga, “de novo”
ou aqueles de pequenos mercados. A descricdo das estratégias estd nos anexos. Adaptado de
ASHBURN e THOR, 2004.

Em 2012, diversas companhias farmacéuticas, como Pfizer, AstraZeneca, Abbot, Eli
Lilly, dentre outras, comegaram a integrar um programa global de reposicionamento de
farmacos no NCATS (do inglés National Center for Advancing Translational Sciences),
6rgdo pertencente ao NIH (do inglés National Institutes of Health), com o objetivo de
encontrar novos usos terapéuticos para moléculas conhecidas. A medida que mais empresas
farmacéuticas exploram a farmacopeia existente para reposicionar candidatos, cresce o
nimero de casos de sucesso no emprego da estratégia (PADHY e GUPTA, 2011). Com
relacdo as DTNSs, existem diversas iniciativas académicas, sem fins lucrativos, visando o
tratamento destas doencas através de propostas de reposicionamento. Sdo modelos open-
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source que permitem o compartilhamento de dados, recursos, moléculas, bibliotecas, bem
como plataforma de triagem, na busca de novas indicagdes para medicamentos antigos,
com a cooperacéo de todas as partes interessadas (ALLARAKHIA, 2013).

No tocante ao reposicionamento de AINEs, a realidade ndo € diferente.
Pesquisadores concentram esforgos para identificar novas acOes para esta classe de
farmacos, e também para elucidar as vias metabdlicas associadas ao novo emprego
proposto. Estudos evidenciaram que o uso do anti-inflamatério ndo-esteroidal ibuprofeno
estd associado a uma reducdo de 30-60% no risco de desenvolvimento de cancer (PAULO e
enzima envolvida na resposta inflamatdria, ndo parece ser por esta via que o ibuprofeno
atua na prevencdo do estabelecimento futuro da doenga. As linhas de pesquisa tém
sustentado a hipotese de que a propriedade quimiopreventiva associada ao ibuprofeno vem
de fatores complexos e independentes da via da inibicdo de COX, por caminhos
alternativos de vias reguladoras do ciclo celular e de apoptose (PAULO e PETER, 2015).
Torna-se consensual e promissora, portanto, a concepcao de utilizar um medicamento anti-
inflamatorio para prevenir o mal do cancer, do que tratd-lo de maneira mais agressiva ao
paciente, quando a enfermidade ja esta estabelecida.

Um vasto numero de compostos desenvolvidos, incluindo AINES, encontra-se sem
utilizacdo, por diferentes motivos. Por isso, é necessario debrucar esforgos para explorar o
rico substrato disponivel empregando a estratégia de reaproveitamento desses compostos.
Estimativas apontam para cerca de 2000 substancias que falharam e que continuam nas
prateleiras das industrias, sendo que este nimero cresce a uma taxa de 150-200 novos
farmacos a cada ano (ARROWSMITH e HARRISON, 2012). Se o conhecimento das
doengas avanca indefinidamente, cabe conduzir estudos constantemente sobre tais
moléculas ja construidas.

Neste contexto, entendemos que o0 presente estudo pode abrir caminhos para uma
nova acgdo terapéutica do AINE nimesulida (3). Este foi o motor da tese, no sentido de
identificar a sua provavel atividade tripanocida, visando o aproveitamento de suas
conhecidas propriedades para o tratamento de uma doenca negligenciada. Os resultados
obtidos para atividade antiparasitaria do NIM (3) foram bem satisfatorios, quando
comparados ao efeito causado pelo benznidazol (2). A triagem da ampla faixa de
concentracdo inicialmente testada revelou que o farmaco (3) atua na inibicdo do
crescimento das formas epimastigotas de maneira expressiva, em concentacbes bem
menores que 100 pg x mL™, evidenciado na concentraco inibitéria expressa em torno de 4
Hg x mL* (Tabela 4). Este dado é bem promissor quando comparado ao farmaco de
referéncia (2) que apresentou no mesmo teste controle Clsy 1 ug x mL™. Outro aspecto a ser
destacado foi o tempo de inicio da atuacdo toxica da nimesulida (3) em relacdo ao BZN (2).
Ambos os farmacos demonstraram atividade tdxica durante o tratamento overnight. Isto
ressalta outra vantagem da nimesulida (3) sobre o benznidazol (2), qual seja, o fato de agir
sobre o T. cruzi com igual tempo de acdo que 0 BZN (2) e ndo ser genotdxico como este.
Além da acdo sobre o epimastigota, o AINE (3) foi potencialmente maléfico as formas
tripomastigotas, fato observado por nove dias, ao longo do tratamento desta forma
evolutiva com o farmaco (3). Conhecidamente, os dias de pico de liberacdo das
tripomastigotas dos macrofagos infectados sdo o sétimo e nono dias, apds a infeccao
(PAIVA et al., 2012). Na nossa leitura dos resultados encontrados, o farmaco (3) foi
significativamente tdo eficaz quanto o BZN (2), em ambos os dias de liberagdo. Mais: a
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proliferacdo das amastigotas foi prejudicada na presenca de NIM (3), que apresentou na
analise o mesmo resultado estatistico que o BZN (2). Por dltimo, um aspecto a ser
considerado é que, dentre os maleficios causados pelos parasitos no curso da DC, estdo os
processos inflamatorios. O parasitismo tissular cardiaco persistente causa Ssérias
complicagdes inflamatorias, acarretando danos miocardicos irreversiveis (BONNEY e
ENGMAN, 2008). Neste sentido, a utilizacdo de um farmaco anti-inflamatorio pode ser
vantajosa para a amenizagdo dos danos inflamatérios causados aos pacientes, na fase
crbnica da doenca. Desta forma, acreditamos na proposta de potencial condi¢do da
nimesulida (3) ser empregada para finalidade terapéutica antichagasica, em acordo com a
tematica global de reposicionamento de farmacos.

Farmacos nitroaromaticos

Uma ferramenta que a literatura segue como tendéncia de pesquisa para 0
tratamento de doencas negligenciadas é a exploracdo de estruturas quimicas semelhantes as
dos farmacos classicos utilizados. O estudo de relacao estrutura-atividade (SAR, do inglés
Structure-Activity Relationship) constitui instrumental importante para o desenvolvimento
de precursores de novas substancias, potencialmente ativas e candidatas. Com efeito, o
desenvolvimento da quimioterapia antiparasitaria provém, em muitos casos, da criteriosa
triagem de bibliotecas sintéticas ou naturais de compostos com semelhancas estruturais
entre si (COURA e CASTRO, 2002).

Dentro da abordagem SAR, destacam-se os estudos das estruturas que possuem
grupamento nitro (NO,;) ligado diretamente a um sistema de anel aromético. Esses
compostos podem sofrer reducdo em sistemas bioldgicos por acdo das enzimas
nitrorredutases, gerando produtos instaveis capazes de reagir com as biomoléculas
(PATTERSON e WYLLIE, 2014). Substancias aromaticas contendo porcdo NO, sdo
utilizadas no tratamento de diversas doencgas, como mal de Parkinson, angina, insonia,
dentre outras (MATTILA e LARNI, 1980), além de serem amplamente empregadas como
agentes terapéuticos contra uma variedade de infec¢bes causadas por protozoarios e
bactérias (RAETHER e HANEL, 2003). Os dois medicamentos utilizados contra a DC,
nifurtimox (1) benznidazol (2), possuem o grupamento nitroaromatico em suas estruturas
quimicas.

Diversos trabalhos evidenciaram a atividade tripanocida de compostos nitro
aromaticos, o que pode sugerir a importancia da por¢do NO, para o tratamento do mal de
Chagas (ZHOU et al., 2013; VOAK et al., 2013; PATTERSON et al., 2013). Apesar da
possibilidade da presenca deste grupamento resultar em alguns processos nocivos aos
sistemas biologicos (WALSH e MIWA, 2011), a toxicidade pode ser contornada pelo
monitoramento dos efeitos colaterais e por medidas terapéuticas. Dessa maneira, € possivel
proporcionar uma relagdo custo/beneficio satisfatoria, o que justifica a sua utilizacdo na
quimioterapia antiparasitaria (TRUONG, 2009). Porém, destacamos que os dados de
citotoxicidade encontrados em nosso estudo indicaram que a nimesulida (3) nédo
demonstrou efeitos nocivos sobre as células empregadas nos experimentos (macréfagos,
linfocitos e LLCMK2). Os compostos nitroaromaticos sdo alvo de diversos estudos
justamente pelo seu potencial nocivo, restando a habilidade de orientar sua acao tdxica para
0 agente infeccioso, sem prejuizo do hospedeiro.

Os resultados encontrados para a nimesulida (3) indicaram ser fundamental a
presenca do grupamento NO, na estrutura para a sua acdo toxica frente ao parasito. O fato
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ficou demonstrado com a perda significativa de atividade contra o T.cruzi quando esta
porcdo funcional foi substituida por um grupo amino (NH;). O substituinte nitro presente
na estrutura da nimesulida (3) relaciona este AINE ao farmaco de referéncia, benznidazol
(2), sendo sugestivo em relacdo ao provavel mecanismo de acdo téxica do NIM (3) frente
ao T. cruzi, visto a morte parasitaria so ocorrer quando este grupo esté presente na estrutura.

O modo de acdo dos farmacos nitroaromaticos passa pela formacdo de espécies
radicalares instaveis prejudiciais a sobrevivéncia do parasito. O nifurtimox (1) e o BZN (2)
sdo pro-farmacos, por isso precisam ser ativados por enzimas do parasito, as quais atuam
através da geracdo de radicais livres ou de moléculas ligadas ao protozoario (HALL e
WILKINSON, 2011; MAYA et al.,, 2007). O T. cruzi é muito susceptivel aos danos
celulares causados pelos metabolitos radicalares gerados, uma vez que, as enzimas de
eliminacdo dos sub-produtos formados estdo ausentes, ou possuem baixa atividade, no
protozoario (MAYA et al., 2007). Outro alvo terapéutico importante € a cadeia respiratoria
do parasito devido as varias diferencas com o complexo enzimatico do hospedeiro (MAYA
et al., 2007). A proposta de mecanismo de a¢cdo para ambos os medicamentos se da por vias
distintas (WILKINSON et al., 2008). Na atividade do nifurtimox (1) estdo envolvidas as
enzimas nitrorredutases tipo | e tipo II (NTR I e NTR 1), presentes no parasito (Figura 35).

62



o
1o

n—

NTR | (2€7)
_—=
Via anaerodbica

Nifurtimox 1 Q
N
— /

N \
o) CHj N N
NN J
TN NTR | (2€) °
d Lo
02-]
NTR Il (Lle-) |
o] \N/
NH CHs
/N |
HO
Via aerébica 02 ) NTR | (2€)
e
//O
/N—< N//\Sio
N CHs — /
o N
o \ - HsC
Ny N 0
ci' HoN
o.- SOD H.O
2 ﬁ‘_’ 2¥2 ———— H,0+120,
2H + 1e a
Fe?* T(SH), TS,
T.R.
Fe3+
‘OH

Figura 35. Nifurtimox (1) como gerador de espécies reativas de oxigénio. Adaptado de
PATTERSON e WYLLIE, 2014.

As nitrorredutases tipo Il fazem a redugdo do nitrofurano (1) pela doagdo de um
elétron formando o nitro-anion radical correspondente, com a conversdo do oxigénio
molecular, presente no meio bioldgico, no anion-radical superéxido (O;"). Esta espécie
reativa de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) torna-se substrato da enzima
superoxido-desmutase (SOD, do inglés Superoxide Desmutase) que catalisa sua
dismutacdo em oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio (H,0,), outra ROS, a0 mesmo
tempo em que é regenerado o farmaco (MASON e HOLTZMAN, 1975). Esta por sua vez,
pode sofrer duas transformacdes. Pela via aerdbica, a redugdo intracelular do nifurtimox (1)
para gerar (O,") e H,O, parece ser o principal mecanismo contra o T. cruzi (DO CAMPO e
STOPPANI, 1980). Na via anaerobica, a presenca da enzima triponationa redutase,
converte o peroxido em agua, pela oxidagdo da tripanotiona, da sua forma reduzida T(SH)
a TS, (Figura 36) (ARIYANAYAGAM e FAIRLAMB, 1999). Outra possibilidade, é o
perdxido oxidar ions ferrosos dos sistemas microssomais, com a consequente geracao de
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radicais hidroxila (OH), os quais podem ligar-se a lipideos, proteinas, DNA e, portanto,
causar efeitos nocivos ao T. cruzi (BOIANI et al., 2010).
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Figura 36. Esquema do equilibrio entre a forma oxidada (TS,) e reduzida {T(SH),} da tripanotiona,
presente unicamente nos tripanossomatideos. O processo de reducdo ocorre com a catalise da
enzima tripanotiona redutase. O processo de oxidacdo ocorre espontaneamente pela acdo oxidante
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Adaptado de VIODE et al., 1999.

Por sua vez, a descoberta da acdo tripanocida do benznidazol (2) deu-se sem
entender muito bem o seu mecanismo de atividade, o que vem sendo elucidado ao longo
dos anos (CERECETTO e GONZALEZ, 2002; TROCHINE, 2014). A sua via de acédo
parece ser diferente da do nifurtimox (1). O motivo seria causado pelo menor potencial
eletroquimico para reducédo da subunidade 2-nitroimidazol do BZN (2) em relacdo ao 5-
nitrofurano (1). Com isso, a producdo de uma concentracdo de anion-radical superoxido
seria baixa o suficiente para que o parasito efetuasse a detoxificacdo por si proprio (DO
CAMPO, 1990). A atividade bioldgica de (2) tem sido proposta como mediada por
intermediarios reduzidos, que se ligam covalentemente a moléculas como lipideos,
proteinas e DNA, in vivo, ao invés da preferéncia pela via de radicais livres e formacéo de
espécies reativas de oxigénio, como no caso do nifurtimox (1) (DE TORANZO et al, 1988 e
MAYA et al, 2007). Mais tarde, MAY A e colaboradores (2003) sugeriram outro alvo, a via
da tripanotiona. A tripanotiona € um tiol exclusivamente encontrado em tripanossomatideos
e essencial para a viabilidade do T. cruzi (MITSCHER et al., 2012). A funcdo deste tiol é a
eliminacdo dos radicais livres e a desintoxicacdo de diversas substancias nocivas. Uma vez
ativada, esta enzima desencadeia uma cascata de eventos responsaveis pela neutralizacdo de
espécies reativas de oxigénio, mantendo um ambiente redutor no interior do parasito,
protegendo-o contra o estresse oxidativo (SCHMIDT et al., 2002 apud OLIVEIRA et al.,
2008). A transferéncia de um elétron para o nitro-aril causa sua desproporcionacdo para
gerar um nitroimidazol e um nitrosoimidazol, que se liga de forma irreversivel a
tripanotiona. Dessa forma, a enzima tripanotiona redutase é considerada um alvo molecular
importante para o planejamento de inibidores a serem utilizados no tratamento da doenca
de Chagas (SCHMIDT et al., 2002 e CHIBALE e MUSONDA, 2003 apud OLIVEIRA et
al., 2008). Uma caracteristica da bioquimica do T. cruzi é a utilizacdo da tripanotiona em
substituicdo a glutationa do sistema redox de defesa das células hospedeiras (FAIRLAMB e
CERAMI, 1992). Por isso, a inibigdo desta via torna o parasito mais vulnerdvel a acéo de
agentes tripanocidas. Outro possivel mecanismo do benznidazol (2) é pela via de sua
conversdao a uma N-aril-hidroxilamina, similar ao do nifurtimox (1). Assim, ap6s uma
sucessdo de reacBes ndo-enziméticas, € formado um metabdlito que contém uma
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subunidade guanidina e uma molécula de glioxal, que possui propriedades citotoxicas
contra o T. cruzi, pela formacdo de adutos com diversas biomoléculas (PATTERSON e

WYLLIE, 2014; HALL e WILKINSON, 2011). Tais mecanismos estdo resumidos na
Figura 37.
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Figura 37. Mecanismo de bioativacdo do benznidazol (2) mediada por nitrorredutase no T. cruzi. O
grupamento nitro do composto nitroimidazol (2) é reduzido por nitrorredutase aos metabélitos
nitroso e N-aril-hidroxilamina, que pode ser convertido enzimaticamente ao ion nitrénio,
espontaneamente di-hidroxilado, formando intermediario que estabelece equilibrio gerando uma
molécula de glioxal e um derivado guanidinico. Adaptado de PATTERSON e WYLLIE, 2014.

Neste panorama de especulacdes mecanisticas, € preciso considerar também a
importancia do papel da porcéo nitro da molécula da nimesulida (3) no seu efeito sobre o T.
cruzi. Pelo que vimos, tal grupo quimico em sistemas bioldgicos pode ser reduzido pelas
enzimas nitrorredutases. O processo inicia com uma reacdo catalisada pelo
NADPH/NADH-nitrorredutase, que atua no grupo NO, produzindo o anion radical
intermediario (MORENO et al., 1982).

As espécies radicalares intermediarias formadas parecem ter sido fundamentais para
a atividade da nimesulida (3), uma vez que a nimesulida reduzida (4), no qual o grupo nitro
dera lugar ao grupo amino, perdeu substancialmente a atividade. A formacdo do &nion
radical nitro reativo, sob acdo das NTR, pode ter desencadeado a producdo de diversas
espécies reativas de oxigénio ou de outras biomoléculas instaveis, causando danos ao T.
cruzi, fato que ndo ocorreu com a nimesulida reduzida (4). A capacidade da nimesulida
para gerar especies radicalares toxicas foi demonstrado por SQUELLA e colaboradores
(1999) no estudo da reducéo eletroquimica do farmaco, demonstrando ainda a capacidade
do nitro-anion-radical formado interagir com GSH (glutationa na forma reduzida) e bases
do DNA (e.g. adenina). Mais recentemente, trabalhos descrevem a capacidade da
nimesulida em promover estresse oxidativo celular (SINGH et al., 2010; ONG et al., 2006),
0 que sugere o envolvimento deste fArmaco na formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), tornando-o atraente para estudos de sua atividade antiparasitaria.
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Ressaltamos que as NTR nos tripanossomatideos ndo possuem, intrinsecamente, a
funcdo de reduzir nitroaromaticos exdgenos. Na verdade, este conjunto de enzimas é
essencial para a viruléncia dos parasitos, com implicagdes na resisténcia aos medicamentos.
Dessa forma, as NTR tornam-se também alvos de potenciais farmacos (ALSFORD et al.,
2012) e, talvez, a nimesulida (3) possa ter agido nesta via. Porém, a elucidacdo do
mecanismo precisa ser melhor estudada, pois por ser uma molécula pequena é possivel que
a nimesulida (3) possua outros alvos moleculares capazes de interagdo. Deste modo,
considerar a possibilidade do grupo nitro ter sido reduzido enzimaticamente parece gerar
boas perspectivas para 0 emprego da nimesulida (3), uma vez que parece exercer seus
efeitos tdxicos em vias importantes para a viabilidade parasitaria. Além disso, como 0s
mamiferos ndo possuem atividade de NTR’s ndo-sensiveis a presenca de oxigénio (NTR do
tipo 1), como ocorre em células de tripanossomatideos e de bactérias (WILKINSON et al.,
2011; HALL et al., 2010) sdo menos sucetiveis aos efeitos citotoxicos de um farmaco que
atua através desta via de ativacdo. O conjunto de especulacBes nos levou a crer que a
presenca do grupamento nitroaromatico da nimesulida (3) foi determinante para a atividade
da molécula. Se ha inimeros esforcos de pesquisa sendo feitos no sentido de aprofundar na
potencialidade bioldgica de compostos com grupo nitro sobre tripanossomatideos, e se 0
reposicionamento € uma ferramenta adotada globalmente para agilizar este conhecimento,
entendemos que o presente estudo contribui neste cenério colocando a nimesulida (3) como
farmaco promissor no tratamento de DC. Ainda: compostos hibridos poderdo ser propostos
a partir de nimesulida (3) e outras substancias de reconhecida acdo antiparasitaria, a fim de
gerar novas familias de moléculas potencialmente ativas.

Além disso, ha um segundo aspecto estrutural que pensamos ter contribuido no
tratamento anticruzi, qual seja a presenca do grupo sulfonamida no composto, o0 que
acentuaria a seletividade do farmaco (3). Estudos suportam que, dentre 0s grupos
estruturais que apresentam maior seletividade a ciclo-oxigenase, estdo compostos contendo
grupos metilsulfonil e sulfonamida (FAMAEY et al., 1997). De fato, a acdo da nimesulida
(3) da sinais de ocorrer também pela interacdo da sua porcao sulfonamida com um residuo
de arginina, em uma cavidade hidrofilica da enzima (RUELA et al., 2009). Pode ser, entdo,
que além do grupo nitro presente na estrutura da nimesulida (3), também a porcéo
sulfonamida potencializaria a sua acdo antiparasitaria, por interacdo de residuos deste
aminoacido, o que foi sentido ja no tratamento overnight, conforme demonstrado neste
estudo. O fundamento desta suposicdo encontra-se no trabalho de NANAVATY et al.
(2016). Desta vez, a via de acao sugerida para a acao tripanocida da familia sintetizada foi a
da tubulina, importante para a motilidade do parasito (HEALD e NOGALES, 2002,
WERBOVETZ, 2002). Os autores planejaram e testaram uma série de sulfonamidas em
suas atividades in vitro e in vivo contra TC, analisando os efeitos produzidos de acordo com
as modificacBes estruturais estabelecidas. Dentre as analises que realizaram, puderam
inferir, dentre outros pontos, que a presenca de um grupo retirador de elétrons nas posi¢oes
2 e 4 da sulfonamida é um aspecto importante para incrementar a acdo tripanocida. Este
dado vem de encontro com a estrutura da nimesulida (3), uma vez que a molécula apresenta
como caracteristica estrutural grupos retiradores de elétrons nas posi¢cBes 2 e 4 da
sulfonamida. Quica este fator tenha contribuido também para o resultado encontrado.

Por dltimo, outro componente da equacdo modo de acdo dos AINEs € a
consideracdo que a nimesulida (3), assim como os outros farmacos da classe, possui
diferentes vias de atuacdo, com destaque para a da ciclo-oxigenase (FORREST e
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BROOKS, 1988). O principal mecanismo sobre a enzima parece ser a inibicdo da sua
atividade e, consequentemente, da cascata do acido araquidénico, responsavel pela sintese
de substancias envolvidas no processo de inflamagdo, como as prostaglandinas (PG)
(PRESTON et al., 1989; VANE, 1971). Dessa forma, a inibicdo da COX reduz a sintese de
PGs e desvia o &cido araquidénico para a via da lipo-oxigenase, com formacdo de
leucotrienos. Isto causa uma vasoconstricdo na mucosa gastrica aumentando a formacéo de
radicais livres resultantes da peroxidacdo lipidica, causando lesdo na mucosa gastrica
(BJARNASON e THJODLEIFSSON, 1999). Na analise custo/beneficio, embora tenham
sido reportados danos gastricos e hepaticos (MINGATTO et al., 2000; BOELSTERLI et
al., 1995) durante administracdo de alguns AINESs, a severidade associada ao uso destes
medicamentos € varidvel, sendo mais incidente com a idade avancada (TRAVERSA, 2003;
RAINSFORD, 1999). Vantajosamente, os danos ulcerogénicos gastricos provocados por
trés AINEs classicos (indometacina, diclofenaco e naproxeno) foram maiores quando
comparados aos causados pelo NIM (3) (GODESSART e SALCEDO, 1996). Até os anos
90, acreditava-se que s6 havia um tipo de ciclo-oxigenase, a COX-1, constitutivamente
expressa em muitas células e tecidos. Mais tarde, descobriu-se que a COX existe em duas
isoformas: a COX-1, constitutiva, e a COX-2, indutivel. Farmacos que inibem
seletivamente a isoforma COX-2 sdo menos propensos a causar 0s efeitos adversos
oriundos daqueles que atuam na inibi¢do da COX-1, com melhor panorama de eficécia e
mais baixa toxicidade, equilibrio que deve ser considerado entre os beneficios e os efeitos
colaterais dos AINEs (JONES, 2001). Foi descrito que a COX-2, codificada por um gene
diferente da COX-1, é seletivamente induzida por citocinas pro-inflamatdrias no local da
inflamagdo. A COX-2 é quase indetectdvel em condig¢Oes fisiologicas, no entanto sua
expressdo é consideravelmente aumentada durante a inflamacg&o. Isso pode indicar que sua
producéo é induzida mediante estimulos. A expressdo da enzima COX-2 € seletivamente
blogueada pelos AINEs. A descoberta da COX-2 fez supor que a toxicidade associada aos
AINEs era causada pela inibicdo da COX-1, enquanto as propriedades anti-inflamatorias
eram provocadas pela inibicdo da COX-2 (SEIBERT e MASFERRER, 1994). De tal forma
que se postulou a COX-1 constutivamente expressa na maioria dos tecidos, como uma
enzima de manutencdo, com o propoésito de produzir PGs em resposta aos estimulos
hormonais reguladores de processos fisiologicos. Hoje, sabe-se que a COX-2 também é
constitutivamente expressa em alguns tecidos, que as prostaglandinas derivadas da COX-1
também participam da inflamacéo e que a reserva de COX-1 néo € suficiente para evitar a
toxicidade gastrointestinal (ROUZER e MARNETT, 2009).

Somada a acdo do NIM (3) sobre o complexo enzimatico COX no paciente, agindo
beneficamente no seu processo anti-inflamatorio, ressaltamos neste ponto um estudo de
nosso grupo no qual ficou demonstrado que dois AINEs, aspirina e indometacina,
apresentaram potencial capacidade de controlar a replicagdo do T.cruzi, inibindo a
parasitemia em camundongos infectados, pela via de inibi¢cdo da COX (FREIRE-DE-LIMA
et al., 2000). Portanto, temos outra possibilidade de via de acdo da nimesulida (3) a ser
especulada, qual seja interferindo na via da ciclo-oxigenase, uma enzima importante para a
replicacéo e sobrevivéncia do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). Neste contexto,
torna-se promissora a consideracdo de que, como a DC produz complicacdes inflamatorias
cardiacas no paciente, a utilizacdo de nimesulida (3) na terapéutica favorece a medicina
anti-inflamatdria com menos danos gastricos que outros AINES, a0 mesmo tempo em que
atua sobre a parasitemia.
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Neste estudo comprovou-se ainda que a nimesulida (3) provoca a morte do parasito
por ambas as vias, apoptotica e necrotica, de maneira mais intensa que o benznidazol (2),
conforme observado na dupla marcagdo no ensaio de citometria de fluxo. Essa via de morte
foi confirmada pelas alteragcdes ultraestruturais evidenciadas na analise por microscopia
eletrénica de transmissdo. Os diversos fendmenos observados em diferentes organelas no
parasito tratado ocorrem, uns em apoptose e outros, em necrose. Por isso, o efeito causado
leva a crer que ambas as vias sdo possiveis, 0 que € previsto na literatura (MENNA-
BARRETO, et al., 2009). Tanto um aumento de volume celular, com edema de algumas
organelas, quanto presenca de fragmentos observados no citossol podem indicar
caracteristicas presentes na necrose e/ou na apoptose, conforme esquematizado na Figura
38.
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Figura 38. Caracteristicas morfoldgicas de morte celular. Adaptado de GRIVICICH et al., 2007.

De fato, estudos sobre os efeitos ultraestruturais nas organelas dos parasitos, como
mitocOndria, cinetoplasto, ndcleo, reservossomos, acidos calcissomos, etc., tém sido Uteis
na investigacdo dos alvos e mecanismos acerca dos novos compostos quimioterapicos
propostos (RODRIGUES e DE SOUZA, 2008). No entanto, MENNA-BARRETO et al.
(2009) afirmam que, com relacdo ao T. cruzi, ainda ndo ha muitos dados reportados sobre o
caminho de morte celular provocado pelos diferentes agentes quimioterapicos. Multiplas
alteracGes de morte por necrose e/ou apoptose sdo passiveis de serem observadas na
quimioterapia de Chagas. Ha indicios de morte por alteracGes na organizacao de cromatina
ou pela presenga de figuras de mielina e formacéo de corpos autofagossémicos, sugerindo
um processo de morte autofagica, caracteristica de necrose. Pode ocorrer também formacao
de bolhas na membrana ¢ alteragdes na cromatina, indicativos de “apoptosis-like”. Outras
vezes, ha ruptura da membrana plasmatica, 0 que sugere morte por necrose. Mas um
complexo de alteragOes observadas faz crer na ocorréncia de mais de um caminho de morte
na célula, quando tratada com diferentes compostos quimicos (MENNA-BARRETO et al.,
2009). Em nosso estudo, a analise de microscopia eletronica de transmissdo das formas
epimastigotas axénicas revelou a integridade do parasito, conforme mostrado na Figura 28,
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quando comparado a literatura, na Figura 29 (DE SOUZA, 2008). Por sua vez, 0s ensaios
de MET em epimastigotas de T. cruzi tratados com nimesulida (3) demonstraram alteracfes
ultraestruturais importantes nos parasitos, principalmente na membrana mitocondrial, com
perda de morfologia, prejudicando a sua viabilidade. Como os eventos apoptéticos iniciam
na mitocondria, com perda de potencial de membrana e ativacéo de caspases (DONNELLY
et al., 2000), as alteracGes observadas nesta organela podem sugerir a ocorréncia deste tipo
de morte celular. Além disso, observamos forte compactacdo do cinetoplasto, conforme
mostrado na Figura 30. Com efeito, a técnica de microscopia eletrénica de transmissao tem
se mostrado uma poderosa ferramenta na elucidacdo de efeitos nocivos a ultraestrutura de
T. cruzi, auxiliando na investigacdo de novos potenciais farmacos para o tratamento de DC
(VANNIER-SANTOS e CASTRO, 2009). Quanto ao processo de morte celular, como
falamos acima, o tratamento de T.cruzi com compostos quimicos ativos causa sua morte
celular por diferentes vias. As alteragdes mitocondriais séo comuns tanto na necrose quanto
na apoptose, sendo que no caso de necrose, ha um aumento de vacuolizacao citoplasmatica
(MENNA-BARRETO et al., 2009), fendmeno observado em nosso trabalho. Além disso,
dados na literatura demonstram que 0s reservossomos desempenham papel importante para
a integridade do T. cruzi e, uma vez afetados, o metabolismo lipidico do parasito fica
prejudicado ou ainda pode ter inicio um processo proteolitico, resultando em morte celular
(MENNA-BARRETO et al., 2009). Neste estudo, observamos que o tratamento das formas
epimastigotas com nimesulida (3) provocou uma nitida desorganizacdo dos reservossomos,
apontando para um desequilibrio do metabolismo do parasito, prejudicando a sua
sobrevivéncia. Outro aspecto ultraestrutural revelado foi o padrdo anormal de distribuicéo
de heterocromatina na forma epimastigota tratada, indicando danos causados pelo
composto nesta organela, num processo sugestivo de apoptose (DO CAMPO et al., 1977).
Desta forma, acreditamos que os efeitos ultraestruturais observados, apés o tratamento com
nimesulida (3), apontam para morte celular por apoptose e necrose. Isto alinha-se com os
resultados obtidos na técnica de citometria de fluxo, que indicaram haver morte celular por
ambas as vias, conforme observamos na Figura 26.

Deveras, muitos estudos tém mostrado a complexidade na forma como os farmacos
nitro aromaticos classicos agem sobre o T. cruzi, sem contudo identificarem
especificamente os alvos bioldgicos exatos, seja do nifurtimox (1) ou do benznidazol (2). O
préprio argumento de acdo das nitrorredutases precisa ser melhor compreendido. A
identificacdo de quatro isoformas de SOD dependentes de ferro nestes parasitos, presentes
na mitocondria, citossol e glicossomos, pode indicar uma correlagdo também entre
atividade de SOD em tripanossomatideos e sua resisténcia a farmacos (WILKINSON et al.,
2006). Ou seja, ndo parece simples a compreenséo da versatilidade com que o T. cruzi sofre
a acdo de farmacos nitroaromaticos e, a0 mesmo tempo, desenvolve resisténcia a estes.
Talvez isto responda a pergunta deste estudo. A constatacdo de ocorréncia de ambas as
formas de morte celular, observadas na analise por citometria de fluxo, além das varias
alteracBGes estruturais na analise por MET, apontam para um atributo importante da
nimesulida (3), a sua reposicdo como novo farmaco para agir sobre o T. cruzi, uma vez que
pode ser capaz de interferir em vias mdltiplas ou distintas das j& reconhecidas pelos
parasitos, em seus mecanismos de toxicidade e resisténcia. De maneira adicional, como a
inibicdo da sintese de protaglandinas parece ser o principal caminho de acdo dos AINEs
(VANE, 1971), supomos que esta via pode ter um papel significativo na acdo da nimesulida
(3) sobre o T. cruzi, ja que essa via é de reconhecida importancia para a viabilidade e
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multiplicagdo dos parasitos (FREIRE-DE-LIMA, et al., 2000). O conjunto de resultados
sugere, portanto, a possibilidade do reposicionamento da nimesulida (3) para o tratamento
da DC ou, ainda, para seu emprego como prot6tipo no desenvolvimento de moléculas mais
ativas e menos toxicas aos pacientes chagasicos.

Assim, sob o aspecto da abordagem do reaproveitamento de farmacos, guiada pelos
Perfis de Produtos Alvo - TPP*' - (do inglés Target Product Profiles), a nimesulida (3)
pode ser utilizado como uma alternativa satisfatoria para uma doenca negligenciada'®.
Trata-se de um medicamento existente, com farmacocinética conhecida, bom perfil de
seguranca e aprovacdo pelas autoridades reguladoras (FERREIRA et al., 2018; CHONG e
SULLIVAN, 2007). Além desse aspecto, o candidato apresentou atividade in vitro
equivalente ao BNZ (2), condicdo que o torna apto para a continuidade do presente estudo,
em outros modelos experimentais (KAISER et al., 2015). Entendemos que o papel dos
centros académicos de pesquisa, como aquele onde foi desenvolvida a presente tese, ainda
gue, com escassos recursos, é essencial para a busca de novas alternativas terapéuticas para
pacientes chagasicos, pois ai sdo desenvolvidas tanto pesquisa basica quanto medicina
translacional, que faz possivel a transicdo da pesquisa basica para a pesquisa clinica
aplicada (KAITIN, 2010).

Por Gltimo, com relacdo a metodologia quimica empregada para a extracdo da
nimesulida (3) a partir de comprimidos do farmaco obtidos comercialmente mostrou-se
relativamente simples, de baixo custo e rapida, com bons rendimentos de extracdo e alta
pureza do sélido obtido, o que foi confirmado pelo ponto de fusdo encontrado, e as analises
fisicas comprovaram a obtencdo do produto. Com isso, utilizamos a substancia obtida para
os testes de avaliacdo de atividade contra T. cruzi, comparada ao farmaco de referéncia
benznidazol (2). Além disso, o derivada nimesulida reduzida (4), sintetizado de maneira
quimiosseletiva usando metodologia simples e rapida, foi caracterizado pelos métodos
convencionais de analise, exibindo dados compativeis com o descrito na literatura.

7 Um perfil de produto-alvo descreve o "perfil" desejado ou as caracteristicas de um produto-alvo que é
direcionado a uma doenca em particular. Os TPPs indicam o uso pretendido, populacbes alvo e outros
atributos desejados dos produtos, incluindo caracteristicas relacionadas a seguranga e eficicia. Tais perfis
podem orientar a pesquisa e desenvolvimento de produtos. Informacédo disponivel em:
https://www.who.int/research-observatory/analyses/tpp/en/. Acesso em 13-07-2019.
'8 Informacdo disponivel em Medicine for Malaria Venture: https://www.mmv.org/research-development.
Acesso em 13-07-2019.
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CAPITULO II:

Planejamento e sintese de derivados hibridos entre a nimesulida e a piperina:
avaliacdo da atividade tripanocida.
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Introducéo

Vaérios grupos de pesquisa estdo empenhados no planejamento de novas entidades
quimicas e na descoberta de alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca de
Chagas (CHATELAIN, 2015). O pressuposto da semelhanca estrutural da nimesulida (3) e
benznidazol (2), aliado ao fato deste AINE (3) ser inibidor da ciclo-oxigenase, parece ter
contribuido para a identificacdo da acdo tripanocida do farmaco (3). Como visto, a
substancia apresentou atividade sobre as trés formas evolutivas de T. cruzi, sinalizando a
necessidade de mais estudos para o melhor entendimento dos provaveis mecanismos de
acdo do farmaco na atividade tripanocida observada. Dando continuidade aos esforgos pela
identificacdo de outras moléculas ativas contra 0 protozoario, o presente estudo alinhou-se,
em um segundo momento, a uma das frentes de pesquisa do grupo no qual esta tese esta
inserida (LaQuiMed-UFRRJ), qual seja o estudo das propriedades medicinais de produtos
naturais, dentre os quais, destaca-se a amida natural piperina (5). O desenvolvimento de
novos farmacos esta intimamente relacionado a area de pesquisa dos produtos de origem
natural. Varios trabalhos na literatura destacam a importancia deles, principalmente em
determinadas areas terapéuticas, como por exemplo, a quimioterapia antitumoral. Segundo
levantamento realizado numa revisao recente (NEWMAN e CRAIG, 2016), os produtos
naturais estdo envolvidos, direta ou indiretamente, na génese de cerca de 65% dos novos
farmacos introduzidos no mercado americano, entre 1981-2014. Encontramos na literatura
um grande namero de trabalhos onde produtos de origem natural sdo avaliados contra as
diferentes formas evolutivas do T. cruzi. JONES e colaboradores (2013) fizeram um
levantamento dos produtos naturais isolados de organismos marinhos, com atividade
tripanocida.

A molécula da piperina (5) é formada por um grupo 1,3-benzodioxola, ao lado de
uma cadeia de &cido pentadienoico ligada & uma amida piperidinil, conforme estrutura
representada na Figura 7.

O primeiro trabalho descrevendo o isolamento da piperina dos frutos de P. nigrum
foi descrito em 1819, pelo quimico e fisico dinamarqués Hans Christian Oersted
(PARTHASARATHY, et al., 2008). A piperina (5) é o principal alvo de avaliagdes
bioldgicas da planta Piper nigrum (Figura 39) provavelmente por ser a piperamida
majoritaria (SRINIVASAN, 2007; PARMAR et al., 1997). Além da piperina, estdo
presentes em Piper nigrum outras piperamidas minoritarias, além de monoterpenos,
sesquiterpenos e terpenos oxigenados (SRINIVASAN, 2007; PARMAR et al., 1997).
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Figura 39. Cultivo do P. nigrum. Disponivel em: http://www.conab.gov.br. Acesso em 30-07-2019.

Um aspecto econémico relevante deste produto natural é a sua abundéancia, pois é
extraido com rendimentos considerados elevados, de cerca de 3-7%, a partir dos frutos
secos da planta (IKAN, 1991), o que torna vantajosa a exploracdo das propriedades
bioldgicas da substancia (5). A pimenteira-do-reino é bastante exaltada pela EMBRAPA™
(2011) como especiaria de amplo valor agregado e importancia impar como produto
agricola, tendo sido comparada ao protagonismo que o petrdleo assumiu nos tempos
modernos. Atualmente, o Brasil € um dos maiores produtores desta planta exética, com um
total de mais de 35 mil toneladas. ano™, respondendo por 28% da producdo mundial, pelo
que o Estado do Para contribui com 90% do montante nacional (EMBRAPA, 2011). Trata-
se da principal especiaria comercializada para atender a industria alimenticia, medicinal,
cosmética, de perfumaria, dentre outras (EMBRAPA, 2011).

Historicamente, o cultivo da pimenteira-do-reino (Piper nigrum) no Brasil esta
estreitamente relacionado a colonizacdo portuguesa. Originaria das florestas de Kerala, no
sul da India, é a especiaria que mais atraiu os comerciantes daquela época. Os portugueses,
primeiros a descobrir uma rota mais curta para a India partindo da Europa, passaram a
denominar o produto de pimenta-do-reino, termo como é conhecida até hoje nos paises de
lingua portuguesa. O grao era chamado no Brasil de “pimenta de Portugal” durante o
periodo colonial. Depois da colonizag@o passou a se chamar “pimenta do reino”, pois vinha
de Portugal e logo, do reino®.

9 EMBRAPA - Amazonia Oriental. Sistema de Producdo da Pimenta-do-reino. Disponivel em:

http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Pimenta/PimenteiradoReino/paginas/colheita.htm.
2011. Acessado em 29-07-2019.

2% Cidade de Sdo Paulo, Secretaria de Satide. Disponivel em:
https://www.prefeitura.sp.gov.br/cidade/secretarias/saude/noticias/?p=159551. Acessado em 14-09-2019.
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Nos Ultimos vinte anos, os efeitos farmacoldgicos desta amida natural (5) vém
sendo amplamente demonstrados. Propriedades tais como, capacidade neuroprotetora (DA
CRUZ, 2012), estimulante da biossintese de serotonina no Sistema Nervoso Central
(CHONPATHOMPIKUNLERT et al., 2010), estimulante natural intervindo na absorcéo de
selénio, vitamina B e f-caroteno, sendo por isso utilizada no tratamento de atletas e também
de idosos, cuja capacidade de absorver nutrientes é deficiente (SEMLER e GROSS, 1988),
e outras sumarizadas na Tabela 7.

Tabela 7. Atividades bioldgicas da piperina (5).

Atividades Bioldgicas Referéncias
Amebicida Ghosal, 1996; Marques et al., 2010
Anticonvulsivante Egebjerg et al., 2009
Antidepressiva Lee et al., 2005; Mao et al., 2011
Antiflngica Marques et al., 2010
Antioxidante Kumar et al.;2010; Mehta et al.;2012
Antitumoral Sunila, 2004; Rao et al., 2010
Antimalarica* Martinelli et al., 2008
Hepatoprotetor Matsuda et al., 2009; Chandrasekhar et al, 2008
Inibicdo da resisténcia Sangwan et al., 2008
bacteriana
Leishmanicida Kapil, 1993; Raay et al., 1999; Veerareddy et al.,
2004; Singh et al., 2010
Regulador do metabolismo Kim et al., 2011
lipidico

*Em associagdo com outros farmacos. Adaptado de FRANKLIM et al., 2013.

Dentre as diferentes atividades biologicas descritas na literatura para a piperina
(FERREIRA et al., 2012), destacamos a sua atividade tdxica e de seus derivados contra
parasitos da familia Trypanosomatidae (e.g. Trypanosoma cruzi e Leishmania
amazonensis). Estas atividades antipasitarias tém sido estudadas por nosso grupo de
pesquisa em diferentes trabalhos (FRANKLIM et al., 2019; FRANKLIM et al., 2013;
FERREIRA et al., 2008; FREIRE-DE-LIMA et al.,, 2008; RIBEIRO et al., 2004),
explorando o bioisosterismo existente entre a funcdo amida e diferentes nucleos
heterociclicos nitrogenados (LIMA e BARREIRO, 2005) como o oxadiazol, o tiadiazol e
triazol. O conjunto de resultados obtidos nestes trabalhos, resultantes das avaliagdes destes
derivados mostraram a importancia da funcdo piperamida e da presenca dos quatro
carbonos olefinicos do produto natural no efeito toxico contra os parasitos. Assim, a
piperina (5) apresentou concentracao inibitoria de 14,2 uM e 28 UM contra promastigotas e
amastigostas de L. amazonenses, respectivamente (FERREIRA et al., 2011). Além disso, a
piperina (5) apresentou atividade toxica seletiva contra as formas epimastigotas e
amastigotas de T. cruzi, exibindo valores de Clsy 7,36 UM e 4,91 puM, respectivamente
(RIBEIRO et al., 2004). O provavel mecanismo de acdo da amida natural contra
epimastigotas de T. cruzi foi estudado por microscopia eletrdnica de varredura e de
transmissdo, evidenciando sua interferéncia no processo de citocinese do parasito
(FREIRE-DE-LIMA et al., 2008). Estas consideracdes estimularam o interesse pelo
segundo vies deste trabalho de pesquisa, que consistiu na utilizacdo da piperina (5) para o
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planejamento de hibridos moleculares com a nimesulida (3), principal alvo deste estudo. A
premissa fundamentou-se no fato de aliar estruturalmente duas substancias com acdo
antiprotozodria para avaliar o efeito na atividade contra as diferentes formas evolutivas do
T. cruzi.

Hibridacdo molecular

Uma das abordagens classicas para o desenho de novos protétipos® é a juncdo de
fragmentos bioativos em uma estrutura molecular quimica Unica. Chamada de hibridacéo
molecular, esta ferramenta da Quimica Medicinal é amplamente utilizada para projetar
novas moléculas, com vistas a acdo toxica contra algum alvo bioldgico, sendo recurso
muito util para o desenho de arquiteturas moleculares inéditas, candidatas a farmacos
(BARREIRO e FRAGA, 2015; VIEGAS-JR et al., 2007). Encontramos na literatura
algumas revisdes sobre o uso da hibridacdo molecular como estratégia de planejamento de
farmacos, sendo a mais recente a descrita por BERUBE (2016). Através desta estratégia de
planejamento racional, novas substancias podem ser descobertas, com importantes
atividades farmacoterapéuticas, agregando minimizacao de esforcos de trabalho sintético e
maximizacdo de chances de sucesso na descoberta de medicamentos mais eficientes e
seguros (VIEGAS-JR et al., 2007; LIMA e BARREIRO, 2005). Ademais, a hibridacéo
molecular pode resultar no sinergismo da acdo farmacoldgica e/ou na modulacédo de efeitos
secundarios indesejados (BERUBE, 2016). Na Figura 40, encontra-se uma representacao
esquematica da estratégia de hibridacdo molecular.

‘ Hibridacao Molecular ‘
I Comblnagao de .

Farmacdéforos

Hibrido Novo
Farmaco X Farmaco Y (Farmaco Z)

Bioalvo I Bioalvo II Bioalvos I e II
Figura 40. Representacdo esquematica da abordagem da hibridacdo molecular aplicada ao
planejamento de novo farmaco hibrido Z, a partir da combinacéo de farmacos hipotéticos X e Y. A,
A’ e A, grupos ligantes auxiliares. B e D, porcBes farmacoféricas. C e F, subunidades ndo
farmacoforicas. Adaptado de MAIA e FRAGA, 2010.

Um aspecto interessante observado na construcdo da nova molécula hibrida é a sua
capacidade de acdo em, pelo menos, dois alvos moleculares diferentes. Com isto, a

2L O protétipo, em Quimica Medicinal, é definido como a primeira substancia estudada com estrutura quimica
definida, de origem natural ou sintética, que exiba alguma atividade farmacoldgica in vivo (BARREIRO e
FRAGA, 2015).
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estratégia promove efeito benéfico no tratamento de doencas multifatoriais causadas por
agentes patdgenos como protozoarios, bactérias, virus ou fungos (MAIA e FRAGA, 2010).
O quimico medicinal tem como objetivos principais a descoberta de novas entidades
quimicas bioativas, juntamente com a interpretacdo dos mecanismos de sua acdo em nivel
molecular, e o entendimento das relacdes existentes entre as estruturas quimicas e suas
atividades farmacoldgicas (ARAUJO et al., 2015). Embora o paradigma dominante entre os
quimicos medicinais no planejamento de farmacos seja 0 projeto de ligantes seletivos a
determinado alvo bioldgico, o avanco da biologia de sistemas tem revelado que compostos
seletivamente excelentes, quando comparados a farmacos com acdo multi-alvos, exibem
uma eficacia clinica menor que a desejada. Acredita-se que a entidade quimica que modula
mais de um alvo possa ter eficacia superior quando comparada a outra, moduladora de alvo
Gnico (HOPKINS, 2008). Com efeito, para o tratamento de algumas doencas, como cancer
ou AIDS, a terapia combinada (utilizacao de cocktail de fArmacos) apresenta resposta mais
satisfatoria que o monotratamento (NEPALI et al., 2013).

O farmaco anti-inflamatorio ndo esteroidal benorilato € um exemplo bem-sucedido
da hibridacdo molecular farmaco-farmaco, obtido a partir do paracetamol (analgésico e
antipirético, introduzido no mercado nos anos 50) e acido acetilsalicilico (anti-inflamatério,
analgésico e antipirético, fabricado desde o século XIX) (Figura 41). Provavelmente o
benorilato é absorvido como molécula intacta o que justifica sua boa tolerancia gastrica.
Ap0s a absorcado, o benorilato € hidrolisado em seus componentes, salicilato e paracetamol,
gue seguem as rotas usuais de metabolismo. O farmaco revelou melhor desempenho que
outros anti-inflamatérios no tratamento de doengas musculoesqueléticas, como artrite
reumatoide e osteoartrose (WRIGHT, 1975).
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H : ~ ¢
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Paracetamol . o
Acido acetilsalicilico

Hibridagdo|Molecular

Benorilato

Figura 41. Estrutura quimica do anti-inflamatério benorilato, hibrido do tipo farmaco-farmaco do
paracetamol e &cido acetilsalicilico. Adaptado de ARAUJO et al., 2015.
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Diversos estudos relatam a utilizacdo exitosa da hibridacdo molecular para a
construcdo de familias de compostos com acdo biologica desejada, a partir de uma
molécula prot6tipo. Por exemplo, 0 emprego da estratégia vem crescendo no planejamento
de hibridos para tratamento de infeccBes causadas por bactérias. Nas ultimas décadas, as
bactérias patogénicas desenvolveram resisténcia as classes de antibidticos clinicamente
importantes, por isso, varias tentativas hibridas sdo feitas no intuito de combinar alvos e
classes quimicas. Por exemplo, a ciprofloxacina exerce sua acgao inibindo a replicacdo do
DNA da bactéria, mas este medicamento enfrenta hoje o problema da resisténcia. Um
hibrido da ciprofloxacina e de outro antibiético, neomicina, produziu o prot6tipo de uma
familia com melhor atividade antibacteriana (POKROVSKAYA et al., 2009). Moléculas
hibridas com agdo antitumoral também vém sendo testadas nos ultimos anos, obtendo-se
estruturas quimicas promissoras com mecanismo de ag&o sobre os microtdbulos? (NEPALI
et al., 2014). Moléculas agentes cardioativas promissoras também foram desenvolvidas a
partir da estratégia de hibridacdo de propranolol (bloqueador p-adrenérgico) e zatebradine
(farmaco que promove a diminuicdo da contratilidade cardiaca) (WYNSEN et al., 1994).
Com relacdo as doencas infecciosas, é necessario atentar para a rapidez com que 0s micro-
organismos adquirem resisténcia aos farmacos de tratamento, fato agravante no quadro de
pacientes imunossuprimidos. Por isso, a hibridacdo molecular torna-se importante ainda na
concepcao de novos padrBes moleculares, capazes de gerar farmacos potenciais para o
combate aos micro-organismos patogénicos resistentes (NEPALI et al., 2014).

22 Os microt(bulos s&o extremamente importantes no processo de mitose, durante 0s quais 0S Cromossomos
duplicados de uma célula se separam em dois conjuntos idénticos, antes da clivagem da célula em duas
células-filhas. Sua importdncia na mitose e divisdo celular torna-os um alvo importante para farmacos
anticancer (NEPALI et al., 2014).
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Resultados 11
Planejamento do primeiro hibrido H1.

Neste contexto, objetivando o estudo SAR da atividade tripanocida resultante, a
sintese do primeiro hibrido neste estudo (H1) entre piperina (5) e nimesulida (3) partiu da
consideragdo da importancia da cadeia insaturada na atividade piperinica (FERREIRA et
al., 2012). Dessa forma, a hibridacdo molecular proposta foi a substituicdo da amida
piperidinica por grupamento oriundo da nimesulida (3), mantendo-se todo o esqueleto
restante da piperina (5) (Esquema 2).

<3©WQ

l a) KOH/EtOH, H,0*

Piperina 5 \\/ Hs
b) (COCl)z / \\
N- Nimesulido (3)
ﬁ o)
\\ /CH3
S
<O:©\W\N/ \\o
0]
o
Hibrido H1
_/N+
O O

Esquema 2. Proposta de planejamento do primeiro hibrido molecular neste estudo
piperina-nimesulida (H1).

Com esta estratégia pretendeu-se somar ao possivel efeito da nimesulida no
equilibro redox do T. cruzi, evidenciado pelos resultados obtidos neste trabalho, a agdo da
amida natural piperina no bloqueio da citocinese do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al.,
2008).

79



Na sequéncia, constam 0s passos para a obtencdo do primeiro hibrido (H1) a partir
da piperina (5) e da nimesulida (3, Esquema 2), além das caracterizacbes dos
intermedidrios obtidos.

Isolamento da piperina (5) dos frutos secos de Piper nigrum.

A etapa inicial envolveu a obtencdo da piperina (5) em quantidades adequadas para
a execucdo das transformacdes quimicas planejadas. A amida (5) foi entdo extraida de
frutos secos de Piper nigrum, utilizando etanol como solvente extrator, em aparelhagem de
Soxlet (Figura 42) (RIBEIRO, 2004). O extrato foi reduzido em um evaporador rotatorio,
gerando um Gleo castanho escuro, ao qual foi adicionado solucdo de KOH 10% para
remover as substancias indesejadas (fendis e taninos) que precipitam na forma de sais de
potassio em KOH etandlico. Além disso, 0s acuUcares presentes nos taninos também
precipitam em etanol, ap6s hidrélise dos respectivos ésteres (KIUCHI et al., 1988). Apds
filtracdo, a solucdo basica foi acrescida de agua até turvacdo do meio. Os cristais formados
foram filtrados em funil de Buchner e lavados consecutivamente, com agua e éter etilico
gelados. Formaram-se cristais em agulhas amarelo-claros. O rendimento das extracGes
variou de 3 a 7%, com adequado grau de pureza. O ponto de fusdo determinado foi 126-127
°C, que esta de acordo com a faixa descrita (126-127 °C, IKAN, 1991). A pureza do
material obtido foi confirmada através dos métodos convencionais de analise (RMN, IV e
EM). Os dados obtidos nas analises foram compativeis com a estrutura da piperina (5) e
com as informacdes descritas na literatura (IKAN, 1991; RIBEIRO, 2004).
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Figura 42. Aparelhagem para extracdo da piperina (5). Extrator de Sohxlet, condensador, baldo de
fundo redondo e manta de aquecimento. Imagem retirada de (FERREIRA, 2006).
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O espectro de infravermelho (Espectro 9, pagina 153) apresentou um sinal intenso
em 1633 cm™ referente & carbonila da amida e, outro em 2940 cm™, indicativo de
estiramento de metilenos do anel piperidinico. No espectro de RMN *H (Espectro 10,
pagina 154), o sinal em & 5,98 ppm confirma a presenca dos dois hidrogénios do
grupamento metilenodioxi. Os sinais hidrogénios da cadeia olefinica estdo inseridos entre &
6,43 e 7,44 ppm. Na anélise de RMN 3C (Espectro 11, paginal54), a carbonila aparece
representada em & 165,42 ppm e o metilenodioxi, em & 101,28. O EM (Espectro 12,
pagina 156) apresenta o pico do ion molecular m/z 285. Em cada espectro, aparecem 0s
sinais caracteristicos e outros compativeis com o descrito na literatura para a amida extraida
(5) (FERREIRA, 2006).

Preparacéo do &cido piperinico (6) a partir da hidrolise da piperina (5).

Ap0s obtengédo da piperina (5), procedeu-se a hidrolise da funcdo amida presente em
sua estrutura para obtengdo do acido piperinico (6). A hidrolise de amidas leva a quebra da
ligacdo entre o carbono da carbonila e o atomo de nitrogénio, gerando os respectivos acido
e amina. Diferentemente das rea¢Ges de hidrdlise de ésteres, as amidas sdo muito mais
refratarias as condicGes de hidrdlise basica, ou mesmo acida. A hidrolise de amidas ocorre
somente apds refluxo demorado em presenca de &cidos ou bases fortes (OUELLETE e
RAWN, 2015). A hidrolise béasica da piperina (5), descrita por IKAN (1991), forneceu o
acido carboxilico correspondente em bons rendimentos (90%). No entanto, a condugéo da
reacdo em reator de micro-ondas reduziu o tempo reacional para cerca de 2 horas, gerando
0 mesmo produto em rendimento de 85% (Figura 43).
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Figura 43. (A). Estrutura quimica do &cido piperinico (6), acido (2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)
penta-2,4-dienoico. (B) Reator de micro-ondas utilizado durante a reagéo.
Imagem retirada de FRANKLIM, 2013.

O aquecimento ndo-classico da mistura reacional, utilizando o reator de micro-
ondas como fonte de calor, € uma técnica em sintese organica que permite, normalmente, se
alcancar melhores rendimentos, com tempos reacionais bem mais curtos (MAOS, do inglés
Microwave Assisted Organic Synthesis) (KAPPE, 2009). A execucdo da hidrolise da
piperina, com aquecimento classico em refluxo, durou 12 horas para obtengéo do produto
desejado, enquanto na reac¢ao sob radiagdo de micro-ondas (Equipamento Discovery-CEM),
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observou-se que em pouco mais de 1 hora de rea¢do o produto ja havia sido formado, o que
torna esta alternativa mais atraente, devido a economia de tempo. A reacdo estad
representada no Esquema 3.

: SN, ° NN N
L, T ——( :

Condigdes reacionais: (a) KOH, etanol. Refluxo, 12 h (aquecimento convencional) ou 1 h
(micro-ondas: 92 °C, 50 W); HCI (até pH 3-4). (90% e 85%), respectivamente).

Esquema 3. Reagdo de preparacdo do acido piperinico (6).

O ponto de fusdo do solido obtido ficou na faixa 217-218 °C, o que esta de acordo
com os dados encontrados na literatura (216-217 °C, IKAN, 1991). A pureza da substancia
foi confirmada através dos métodos convencionais de analise (RMN, IV e EM). Os dados
apresentados nos espectros foram compativeis com a estrutura do acido piperinico (6) e
com as informacdes descritas na literatura (IKAN, 1991; RIBEIRO, 2004). Uma banda
larga em 2918-2544 cm™ no espectro de infravermelho (Espectro 13, pagina 157)
representa o estiramento da ligagdo OH do &cido carboxilico obtido. Ainda: uma absorcéao a
1673 cm™, caracteristica da carbonila de 4cido conjugado, apareceu como sinal intenso. No
espectro de RMN de 'H (Espectro 14, pagina 158) observou-se um sinal largo em & 6,05
ppm relativo ao hidrogénio metilénico. Outros sinais presentes foram compativeis com a
estrutura de (6). No espectro de RMN 3C (Espectro 15, pagina 158), o carbono da
carbonila mostrou um sinal caracteristico em & 167,13 ppm. O espectro de massas
(Espectro 16, pagina 160) mostrou o pico do ion molecular m/z 218 e outros fragmentos
caracteristicos para o acido piperinico (6) (FERREIRA, 2006).

Preparacéo do cloreto do acido piperinico (7).

O cloreto do acido piperinico (7) € muito mais reativo que o acido carboxilico
correspondente (6). Por isso, a proxima etapa foi a preparacdo do cloreto do &cido
piperinico (7) necessario para a reagdo subsequente com a nimesulida (3). Devido a sua
instabilidade em atmosfera Umida, o cloreto de acila (7) foi preparado in situ empregando o
reagente cloreto de oxalila (COCI), na reacdo com &cido piperinico (6), em temperatura
ambiente, com formacdo de subprodutos gasosos (CO e CO;), 0 que representa uma
vantagem pela ndo-contaminacdo do produto (MARCH, 1985). O curso da reacdo foi
acompanhado indiretamente por cromatografia em camada fina, através da reagdo com
metanol para a formacdo do éster metilico. Apds a remocdo do excesso de cloreto de
oxalila, em evaporador rotatério, o cloreto de acila (7) foi logo utilizado.

Preparacdo do primeiro hibrido (H1).
O cloreto de &cido piperinico (7), gerado in situ, foi imediatamente utilizado na

reacdo de substituicdo nucleofilica com a nimesulida (3) para formacéo da sulfonamida H1,
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obtida em 60% de rendimento. A metodologia seguiu a adi¢do da nimesulida (3) a solucéo
do cloreto de acila (7), ambos em diclorometano, e em presenca de trietilamina, como
descrito pela literatura (PERICHERLA et al., 2007; RIBEIRO et al, 2004). O ponto de
fusdo encontrado para H1 foi 145-146 °C. O produto foi caracterizado pelos métodos
convencionais de analise, e apresentou dados espectroscOpicos compativeis com sua
estrutura.

Observou-se no Espectro 17 (pagina 161) de infravermelho, o sinal em 1687 cm™
relativo ao estiramento C=0O de carbonila de amida dissubstituida. Outra banda em 1253
cm’ revela a vibracdo angular C-O-C do grupo metilenodioxi. Em 1591 e 1114 cm™ sinais
referentes s vibracdes de C sp? do anel aromatico. No espectro de RMN *H foi observado
0 sinal simples em & 6,01 ppm referente aos dois hidrogénios do carbono metilénico.
Também foram observados sinais multiplos na regido entre & 6,94 ppm e 6 5,77 ppm,
caracteristicos dos hidrogénios da cadeia olefinica. O sinal simples em & 3,54 1ppm refere-se
aos hidrogénios metilicos.(Espectro 18, pagina 162). No espectro de RMN **C (Espectro
19, pagina 163) foi observado o sinal & 165,80 ppm, referente ao carbono da carbonila. Os
sinais em 6 154,00 ppm e em 6 155,88 ppm sao relativos aos carbonos ligados aos dtomos
de nitrogénio imidico e do grupo nitro, respectivamente. Um sinal em 6 42,61 ppm refere-
se ao carbono metilico, além de outros sinais compativeis com a estrutura construida.

No espectro de massas de alta resolucdo (Espectros 20 e 21, paginas 165 e 166), a
massa observada foi de 531,08331 Da (M™ + Na*). Sendo a massa monoisotdpica calculada
= 531,08380 Da, o valor de massa obtido representa uma variagdo de 0,0001% de unidade
de massa (a variagdo deve ser inferior a 0,005%, PAVIA et al., 2013).

Preparacdo do segundo hibrido (H2).

Tendo obtido o derivada nimesulida reduzida (4), ele foi utilizado na preparacéo do
segundo hibrido H2, através de reacédo de acilacdo com o cloreto de &cido (7). O Esquema
4 mostra a preparacdo do produto H2. Cabe destacar nesse ponto a maior nucleofilicidade
do Nitrogénio aminico, comparado ao seu congénere, presente na sulfonamida, desta forma,
a reacdo de acilacdo foi quimiosseletiva, levando, nestas condicdes, a formacao somente do
derivado acilado no 4&tomo de Nitrogénio da anilina. Este mesmo tipo de observacédo foi
feita por PERICHERLA (2007) e colaboradores em seu trabalho de derivatizacdo da
molécula da nimesulida.
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Esquema 4. Proposta de planejamento do segundo hibrido molecular neste estudo
piperina-nimesulida (H2).

O cloreto de acido piperinico (7) gerado in situ foi imediatamente utilizado na
reacdo com a nimesulida reduzida (4) para formagdo do segundo hibrido H2, com 60% de
rendimento. A metodologia seguiu a adi¢do da nimesulida reduzida (4) a solugéo do cloreto
de acila (7), ambos em diclorometano, como descrito pela literatura (RIBEIRO et al.,
2004). O ponto de fusdo encontrado para H2 foi 192-193 °C. O produto foi caracterizado
pelos métodos convencionais de analise e apresentou dados espectroscépicos compativeis
com sua estrutura.

No espectro de infravermelho (Espectro 22, pagina 167), o estiramento N-H da
amida secundaria esté sinalizada em 3265 cm™ e a deformag&o angular N-H da sulfonamida
aparece em 1616 cm™. O sinal 1249 cm™ referente ao carbono do grupamento
metilenodioxi também pode ser observado. No espectrode RMN ‘H (Espectro 23, pagina
168), foram observados um sinal simples em 6 9,43 ppm referente ao hidrogénio da amida
secundaria e um sinal simples em 6 8,21 ppm referente ao hidrogénio da sulfonamida, além
de outros compativeis com a estrutura de H2. No espectro de RMN *3C (Espectro 24,
pagina 169) foi observado um sinal 6 163,91 ppm referente ao carbono da carbonila. O
sinal do carbono do grupo metila aparece em & 39,16 ppm.

No espectro de massas de alta resolucdo (Espectros 25 e 26, paginas 171 e 190), a
massa observada foi de 479,12722 Da (M™ + 1). Sendo a massa monoisotopica calculada=
479,119859 Da, o valor de massa obtido representa uma variacdo de 0,001% de unidade de
massa (a variacdo deve ser inferior a 0,005%, PAVIA et al., 2013).

Avaliacdo da atividade da piperina (5) extraida sobre formas epimastigotas.
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Conforme citado, a piperina (5) tem sido estudada pelo nosso grupo de pesquisa, na
UFRRJ. Porém, os dados obtidos até entdo para a atividade desta substancia (5) foram
obtidos a partir de um isolado da cepa Y, distinto daquele utilizado neste estudo. Ademais,
ndo havia ainda sido feitas as analises de MET para o estudo do comportamento das
alteracGes ultraestruturais dos parasitos, apds indefinidas passagens de epimastigotas,
conforme foi realizado nesta tese. Desta forma, buscando padronizagdo dos resultados, se
fez necessaria a realizacdo de novo teste de atividade de piperina (5) frente ao parasito. Para
0 ensaio, as formas epimastigotas de T. cruzi, em fase exponencial de crescimento, foram
ressupendidas em meio de cultura fresco e adicionadas em placas de 48 pocos, utilizando-se
indculo de 2 x 10° parasitos x mL™?, na presenca ou ndo de diferentes concentragdes da
piperina (5), 100, 50, 10 e 1 pg x mL™. O crescimento e as alteragdes morfoldgicas da
cultura foram acompanhados por microscopia optica e a quantificacdo realizada em camara
de Neubauer, em microscopio 6ptico em aumento de 40x. Este resultado encontra-se na
Figura 44.
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Figura 44. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com piperina
(5) nas concentracgdes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentracdo de 2 x
10° células x mL™ e tratados em placas de 48 pocos com quatro concentracdes da amida (5),
variando de 1 a 100 ug x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo método de exclusdo utilizando
azul de Tripan. Observa-se atividade da molécula (5) nas trés maiores concentragfes. Resultados
representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste
ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Analisando o efeito da piperina (5) (Figura 44), é possivel concluir que ha uma
evidente inibicdo do crescimento de epimastigotas nas trés maiores concentracfes
utilizadas. Em contrapartida, na concentracéo de 1 pug x mL™, a molécula perde atividade.
Foi necessario entdo eleger uma faixa menor de concentracdo, para a determinacdo da
concentracdo inibitéria média (Clsg) para o composto (5), uma vez que nao houve um
comportamento dose-resposta em todos os intervalos de concentracdo mostrados acima. De
acordo com o observado na Figura 44, deduz-se que, provavelmente, a faixa da
concentraco inibitoria frente as formas epimastigotas, deveria estar entre 1 e 10 pg x mL™.
Apostando-se nesta hipdtese, um proximo ensaio foi conduzido nas mesmas condigdes
experimentais, mas em concentracdes inseridas nesta faixa menor (1; 2,5; 5 e 10 pg x mL™)
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O estudo levou aos resultados apresentados na Figura 45. O ensaio foi conduzido tendo
como referéncia o benznidazol (2) Figura 46.
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Figura 45. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com piperina (5) nas
concentragdes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentragéo de 2 x 10° parasitos x
mL e tratados em placas de 48 pocos com quatro concentragdes da amida (5), variando de 1 a 10 pg x mL™.
A viabilidade celular foi obtida pelo método de excluséo utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da
molécula (5) nas quatro concentracdes do ensaio. Resultados representativos de dois experimentos
independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism,
versao 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.
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Figura 46. Avaliacdo da viabilidade de formas epimastigotas tratadas e ndo tratadas com benznidazol (2) nas
concentracdes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentracéo de 2 x 10° células x mL
! e tratados em placas de 48 pogos com quatro concentragdes do farmaco (2), variando de 12 10 pg x mL™. A
viabilidade celular foi obtida pelo método de excluséo utilizando azul de Tripan. Observa-se atividade da
molécula (2) nas quatro concentracdes do ensaio. Resultados representativos de dois experimentos
independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism,
versao 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.
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Desta maneira, a interpolagdo dos dados nos graficos foi possivel de ser feita no
programa de analise, gerando os valores de concentracdo inibitoria Clsy para a piperina. Na
Tabela 8 estdo resumidos os dados gerados.

Tabela 8. Valores de Cls, da piperina (5) contra formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
(cepa Y), através do método de exclusdo com azul de Tripan.

Substancia Cl 5 T. cruzi (UM) Cl s T. cruzi (ug x mL™)
Piperina (5) (18.,1+1,74) (5,17+0,49)
Benznidazol (2) (3,82+0,65) (0,99+0,17)

A observacdo do resultado encontrado para a toxicidade da piperina (5) contra 0s
epimastigotas de T. cruzi (Clsp 18,1 uM), nas condi¢des em que os ensaios foram realizados
neste trabalho, é extremamente importante, pois demonstra, pela variacdo dos dados obtidos
(Clsp 7,36 uM; RIBEIRO et al., 2004), a importancia da repeticdo dos ensaios de toxicidade
dos padrdes utilizados em funcdo, principalmente, de variagdes fenotipicas existentes entre
isolados distintos de uma mesma cepa. Esse cuidado na obtencdo dos resultados
experimentais é fundamental na validacdo de um estudo realizado e, particularmente, pode
exercer grande influéncia nas conclusdes que serdo obtidas ao final do mesmo.

Avaliacdo da atividade dos hibridos H1 e H2 sobre formas epimastigotas.

Para a avaliacdo da atividade dos hibridos H1 e H2 construidos, os parasitos em fase
exponencial de crescimento foram ressupendidos em meio de cultura fresco, e adicionados
em microplacas de 96 pocos, utilizando-se um inéculo de 2 x 10° parasitos x mL™, na
presenga ou ndo de diferentes concentragdes de H1 e H2. Foram utilizadas concentragdes
na faixa de 1,56 uM a 100 uM, em dilui¢do seriada, com fator de diluicdo igual a dois.
Apds incubagdo, a viabilidade dos parasitos frente a ambos os hibridos foi avaliada através
do ensaio do MTT (MUELAS-SERRANO et al., adaptado, 2000). O efeito tripanocida foi
mensurado pelo percentual de inibicdo de crescimento dos parasitos, em relacdo ao
controle, em 50% (Clsp) para H1 e H2 (Figuras 47 e 48, respectivamente). Como
referéncia no teste, utilizou-se o f&rmaco benznidazol (2) (Figura 49).
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Figura 47. Avaliacdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com H1 nas
concentracdes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentragdo de 2 x 10° células x mL
! As células foram tratadas por 48 horas com sete concentragdes de H1, variando de 1,56 a 100 uM. A
viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitéria em todas as
concentracdes da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as
culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, verséo 5. (***) p<0,0001; (*)
e (**) p<0,05.
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Figura 48. Avaliacdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com H2 nas
concentracdes indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na concentracéo de 2 x 10° células x mL
! As células foram tratadas por 48 horas com sete concentracdes de H2, variando de 1,56 a 100 uM. A
viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. Observa-se capacidade inibitéria restrita a maior
concentracdo da faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as
culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, verséo 5. (***) p<0,0001; (*)
e (**) p<0,05.
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Figura 49. Avaliagcdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com
benznidazol (2) nas concentraces indicadas. Os parasitos foram cultivados em triplicata na
concentragdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas com sete
concentracbes do farmaco (2), variando de 1,56 a 100 uM. A viabilidade celular foi obtida pelo
método do MTT. Observa-se capacidade inibitéria do benznidazol (2) em todas as concentragGes da
faixa escolhida. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas
comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001;
(*) e (**) p<0,05.

Desta maneira, a interpolacdo dos dados foi possivel de ser feita no programa de
analise, gerando os valores de concentracdo inibitoria Clsy para ambos os hibridos 1 e 2
contra as formas epimastigotas, utilizando o farmaco benznidazol (2) como referéncia. Os
valores estdo resumidos na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores de Cls, dos hibridos moleculares testados contra formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi (cepa Y), através do método colorimétrico do MTT.

Substancia Cl 5 T. cruzi (UM) Cl s T. cruzi (ug x mL™)
Hibrido H1 (9,27+0,83) (4,71%0,42)

Hibrido H2 >100 ~50

Benznidazol (2) (1,40+0,13) (0,36+0,03)

O experimento revelou que o hibrido H1 foi ativo sobre as formas epimastigotas,
enquanto que o hibrido H2 ndo mostrou efeito nocivo contra os parasitos, nas
concentracOes testadas (Clsp>100 uM). Este dado permite inferir que a por¢cdo NO,
presente no primeiro hibrido 1 foi fundamental para a atividade tripanocida da estrutura
construida, sendo possivelmente a entidade farmacoforica ja que, ap6s ser quimicamente
reduzida, o produto resultante ndo foi capaz de inibir o crescimento das formas
epimastigotas do T. cruzi tanto quanto o composto anterior. Provavelmente o grupamento
nitro realiza interagdes com biorreceptores que o faz ter carater farmacoforico. Desta forma,
n&o se deu prosseguimento a novos testes com H2.

Avaliagdo do potencial citotoxico do hibrido H1 em culturas de macréfagos e
linfocitos esplénicos.

Na sequéncia do estudo, pretendia-se infectar macréfagos peritoneias com o T. cruzi
e realizar o tratamento da infec¢do com o hibrido H1. Por isso, o0 composto 1 foi submetido
ao teste para avaliacdo de seu potencial toxico frente as células primarias. Assim, em um
primeiro momento, foi testado em culturas de macréfagos peritoneiais murinos, células
susceptiveis de sofrerem infeccdo pelo T. cruzi. As células foram obtidas do lavado
peritoneal de camundongos Balb/c e tratados por 48 horas com a molécula. A determinacéo
da viabilidade celular foi feita pelo método XTT, em leitura no comprimento de onda a 490
nm (Figura 50). Em seguida, foi realizado ensaio de viabilidade em uma populagédo
enriquecida de linfocitos esplénicos, igualmente tratados por 48 horas com a molécula e
avaliado pelo método do XTT (Figura 51).
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Figura 50. Avaliacdo da viabilidade celular em macr6fagos peritoneais murinos tratados com H1
nas concentracdes indicadas. Os macrofagos foram cultivados em triplicata na concentracdo de 2 x
10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas com quatro concentragdes do hibrido H1,
variando de 1 a 10 ug x mL™. A viabilidade celular foi obtida pelo método do XTT. N&o se observa
citotoxicidade significativa em relacdo ao controle vivo em nenhuma das concentracfes testadas.
Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas
utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**)
p<0,05.
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Figura 51. Avaliacdo da viabilidade celular em cultura de células enriquecida de linfocitos
esplénicos murinos tratados com H1 nas concentragGes indicadas. Os esplendcitos foram cultivados
em triplicata na concentracdo de 2 x 10° células x mL™. As células foram tratadas por 48 horas com
quatro concentracdes do hibrido 1, variando de 1 a 10 pg x mL™. A viabilidade celular foi obtida
pelo método do XTT. N&o se observa citotoxicidade significativa em rela¢do ao controle vivo nas
concentracOes testadas. Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as
culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***)
p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Conforme apresentado nas duas figuras anteriores, ndo se observou citotoxicidade
da molécula H1 nem aos macrofagos nem aos linfocitos tratados pela mesma. A verificacao
da atividade de H1 frente as formas epimastigotas com a concomitante manutencdo da
viabilidade das células murinas, quando na presenca de H1, possibilitaram a realizacdo de
um experimento de infec¢do in vitro, para verificar o comportamento da molécula sobre
outras formas evolutivas do parasito.

Avaliacéo do efeito citotoxico do hibrido H1 na linhagem LLCMK?2.

Neste ponto, novamente, as formas tripomastigotas foram obtidas da infeccdo de
células de linhagem LLCMKZ2, recolhidas nos dias de pico de liberacdo e utilizadas
imediatamente para a infeccdo dos macrofagos. Uma vez que este tipo celular estava
envolvido na pesquisa, buscou-se identificar a acdo de H1 na manutencao da viabilidade
desta célula, utilizando a metodologia do MTT. Resultou que, também neste caso, o hibrido
1 ndo interferiu na preservacdo destas formas celulares, com nenhuma significancia
estatistica, conforme evidenciado na Figura 52 .
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Figura 52. Avaliacdo da viabilidade de células de linhagem LLCMK2 tratadas com H1 nas
concentracBes indicadas. As células foram cultivadas em triplicata na concentracdo de 2 x 10°
células x mL™ e tratadas por 48 horas com sete concentracdes do hibrido 1, variando de 1,56 a 100
MM. A viabilidade celular foi obtida pelo método do MTT. N&o se observou a¢do citotoxica do H1
em nenhuma das concentracBes. Resultados representativos de dois experimentos independentes,
com as culturas comparadas utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5.
(***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Com isso, indice de seletividade para o H1 (Clsp na célula/Clsp no T. cruzi) resultou
em valor maior que 10, considerado bom indice.

Efeito in vitro do hibrido H1 na proliferagdo de amastigotas, em macrdéfagos
peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi.

O ensaio para a avaliacdo da proliferacdo de amastigotas intracelulares na presenca
de H1 foi conduzido semeando-se 2 x 10°> macréfagos em laminulas, dentro de placa de 24
pocos, por 72 horas, na presenca ou ndo H1 e do farmaco de referéncia (2), na concentracao
de 35 uM. Apos este tempo de incubacgdo, as laminulas foram fixadas e coradas para a
quantificacdo das formas amastigotas (Figura 53).
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Figura 53. Inibicdo da proliferacdo de formas amastigotas de T. cruzi in vitro em macrofagos
peritoneais murinos infectados. Foram semeados em laminulas, em placas de 24 pocos, 2 x 10°
macrdfagos e infectados com tripomastigotas, com multiplicidade de infeccdo 3:1. As culturas
foram tratadas com H1, na concentracdo de 35 uM e incubadas em atmosfera com 5% de CO, a 37
°C. O mesmo procedimento foi realizado com o farmaco de referéncia benznidazol (2). Apo6s 72
horas de tratamento, as laminulas foram fixadas e coradas para a quantificagdo do numero de
amastigotas em microscépio 6ptico, no aumento de 100x Observa-se a inibicdo de 79% da
proliferacdo das formas amastigotas tratadas por H1 e 92% quando tratadas pelo BZN (2).
Resultados representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas
utilizando o teste ANOVA, do programa GraphPad Prism, versdo 5. (***) p<0,0001; (*) e (**)
p<0,05.

Neste experimento, nota-se uma expressiva capacidade na inibi¢cdo de proliferacao
de amastigotas, apos os macrofagos infectados serem tratados com H1. Este resultado é de
extrema importancia, visto que esta forma replicativa presente no hospedeiro vertebrado é a
responsavel pela manutencdo da infeccdo, com formacdo de ninhos de amastigotas em
diferentes tecidos. A molécula reduziu em cerca de 79 % a multiplicagdo das formas
parasitarias, valor significativo quando comparado ao efeito causado pelo benznidazol (2),
nas mesmas condi¢bes (92%) (Figura 53). Pelos resultados apresentados, o hibrido H1
mostra-se como uma molécula que possui expressiva acao tripanocida sobre as duas formas
evolutivas de T. cruzi testadas, sem comprometimento da viabilidade das populagdes
celulares empregadas nos experimentos. Tal toxicidade seletiva é crucial para que a
molécula candidata seja empregada em futuras avaliagdes nos modelos de infeccéo in vivo.

Efeito in vitro do hibrido H1 na liberacdo de tripomastigotas, em macréfagos
peritoneais murinos infectados pelo T. cruzi.

Para mensurar a atividade de H1 sobre as formas tripomastigotas, foi realizado um
experimento de infecgdo in vitro de macrofagos obtidos através de lavados da cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c. A multiplicidade de infec¢do foi ajustada para 3
formas tripomastigotas para cada macréfago (PAIVA, et al., 2012). Os macrofagos
infectados foram tratados e ndo tratados com H1 e benznidazol (2), utilizado como farmaco
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de referéncia no ensaio. Ambas as substancias foram utilizadas na concentracdo de 35uM.
As formas tripomastigotas liberadas no sobrenadante, nos dias sete e nove pos-infeccgéo,
foram quantificadas em camara de Neubauer, em microscépio éptico no aumento de 40x
(MULLEN et al., 1975) (Figura 54).
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Figura 54. Inibicdo da liberacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi em macrofagos peritoneais
murinos infectados. Foram plaqueados 1 x 10° macréfagos e infectados com tripomastigotas, com
multiplicidade de infec¢do 3:1. As culturas foram tratadas com HZ1 nas concentracdes de 35 UM e
incubadas em atmosfera com 5% de CO, a 37 °C. O mesmo procedimento foi realizado com o
farmaco de referéncia benznidazol (2). As formas tripomastigotas liberadas no sobrenadante foram
quantificadas, nos dias sete e nove pés-infeccao, pelo método de exclusdo utilizando azul de Tripan.
Observou-se a inibi¢do da liberacdo em nos dois dias, por ambos os compostos H1 e (2). Resultados
representativos de dois experimentos independentes, com as culturas comparadas utilizando o teste
ANOVA, do programa GraphPad Prism, versao 5. (***) p<0,0001; (*) e (**) p<0,05.

Os resultados apresentados mostraram que o H1 inibiu a liberacdo de formas
tripomastigotas significativamente, em ambos os dias de pico de liberagdo dos parasitos. A
toxicidade seletiva do H1 frente a esta forma infectiva do T.cruzi é importante, uma vez
que, as tripomastigotas celulares liberadas in vivo sdo as responsaveis pela manutencdo da
infeccdo e proliferacdo dos parasitos no hospedeiro.
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Discusséao 11

A0 que parece, todas as premissas utilizadas para a realizacdo deste estudo,
argumentaram a favor dos resultados obtidos. A piperina (5) ndo € nociva a saude, uma vez
que é amplamente utilizada na industria alimenticia desde ha muitos anos, sendo em
contrapartida, detentora de inUmeras atividades farmacoldgicas. Com isso, pode-se
pressupor que a administracdo da substancia seja feita de maneira relativamente segura. De
sua parte, a nimesulida (3) € um medicamento com propriedades farmacologicas bem
estabelecidas. No ambito do planejamento de novos farmacos com possibilidades de
aplicacdo em quimioterapia antiparasitaria, um aspecto imprescindivel a ser considerado é a
seletividade existente entre as células hospedeiras e as células dos agentes infeciosos,
causadores da doenga. Como visto, ambas as substancias (3) e (5) ndo demonstraram efeito
toxico as células primérias testadas in vitro neste estudo, fatos que suportam a hipotese de
emprega-las na construcdo de hibridos moleculares visando a acdo medicinal contra DC.

Uma das caracteristicas descritas na coadministracdo de piperina com outros
compostos € o aumento da biodisponibilidade destes, traduzindo-se numa maior
concentracdo plasmatica dos mesmos. Tal efeito foi constatado em estudos com vasicina,
esparteina (ATAL et al., 1981), propanolol, teofilina, fenitoina (BANO et al., 1991) e
curcumina (SHOBA et al., 1998). A maioria dos trabalhos relata um aumento de 100% na
concentracdo de tais substancias na corrente sanguinea. Algumas das vias de acdo
conhecidas da piperina (5) podem justificar a potencializacdo de farmacos na
coadministragdo. A amida (5) causa alteracdo na permeabilidade das células epiteliais do
trato gastro-intestinal, influéncia na glicuronidacdo (etapa mais importante na
biotransformacdo de compostos xenobidticos) (REEN et al., 1993; ATAL et al., 1981),
atuacdo sobre enzimas hepaticas metabolizantes (ATAL et al., 1985) e sobre mono-
oxigenases hepaticas, dependentes de citocromo P450 (KOUL et al., 2000; REEN, 1997,
BHAT e CHANDRASEKHATA, 1987). Em outro estudo, GUPTA et al. (1999)
verificaram que a associacdo terapéutica de piperina (5) e nimesulida (3) foi capaz de
aumentar a biodisponibilidade de (3) na avaliacdo do perfil anti-inflamatoério do farmaco. O
conjunto de propriedades supracitadas da piperina poderia facilitar a absorcédo da
nimesulida (3) biodisponibilizado, durante administracdo de H1. A sinergia da acdo anti-
inflamatoria da piperina (5) e nimesulida (3) (BAE et al., 2010; BANG et al., 2009)
permite especular que, se em alguma etapa da biotransformacdo de H1, houver
biodisponibilizacdo das moléculas nimesulida (3) e piperina (5), os processos inflamatorios
decorrentes da doenca de Chagas poderiam ser atenuados secundariamente durante
administracdo de H1. Ademais, associando esta premissa ao fato de que a piperina (5)
apresenta ainda atividade tripanocida (RIBEIRO et al., 2004; FERREIRA, 2006;
FERREIRA et al., 2008; FREIRE-DE-LIMA et al., 2008; FRANKLIM et al, 2013), faz
sentido considerar a molécula como um provavel protétipo para o desenvolvimento de
novos compostos anti-cruzi, utilizando a estratégia da hibridacdo molecular.

Dentre os estudos sobre a diversidade de acdo terapéutica da nimesulida (3),
encontra-se o potencial antiproliferativo contra diferentes linhagens tumorais. Embora
esteja descrito que os inibidores de COX-2 exibem acdo antitumoral e quimiopreventiva
contra o cancer, devido a muitos tumores apresentarem uma super-expresséo de COX-2
(LIU et al.,, 2001), a nimesulida exibe efeitos antitumorais induzindo seletivamenente
células tumorais a apoptose e/ou necrose, através de mecanismos de acao independentes da
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via de inibicdo da COX-2, evidenciando assim o potencial deste farmaco em interagir com
diferentes receptores, modulando distintas vias de sinalizacdo celular (ZHONG et al.,
2012).

A piperina, conforme demonstrado em trabalhos anteriores de nosso grupo, € capaz
de bloquear o processo de divisdo celular do T. cruzi. FREIRE-DE-LIMA e colaboradores
(2008) estudaram, utilizando técnicas de microscopia eletrébnica de varredura e de
transmisséo, os efeitos de concentracdes sub-letais da amida natural contra epimastigotas da
cepa Y de T. cruzi, visualizando imagens comparaveis aquelas obtidas por BAUM e
colaboradores (1981) no tratamento de epimastigotas com inibidores tubulinicos
conhecidos, como o farmaco antitumoral taxol.

A andlise destes parametros reforcou o estabelecimento da hip6tese de que hibridos
moleculares entre as duas moléculas (3) e (5) poderiam gerar produtos tripanocidas
semelhantes, ou mais potentes, que os precursores. Considerando a suposicdo de que
moléculas semelhantes possuem propriedades semelhantes, e que a vizinhanca quimica de
uma dada molécula pode potencializar um determinado efeito (PATTERSON, et al.,1996),
foram planejados dois hibridos, preservando ou ndo uma porcdo quimica da molécula da
nimesulida (3), que revelaram capacidades antiparasitarias distintas, reforcando a
importancia da presenca do grupamento NO, ligado a um dos anéis aromaticos da
nimesulida, na estrutura molecular planejada e construida. Adicionalmente, observou-se
que o hibrido H1 é uma amida N, N-dissubstituida com atividade tripanocida. Quicéa este
formato estrutural tenha ainda contribuido de alguma maneira para uma conformagdo mais
adequada da ligacdo de H1 com um provavel biorreceptor, 0 que ndo ocorreu com H2.
Como a nimesulida e a piperina, especulativamente, parecem exercer, isoladamente, suas
atividades contra o Trypanosoma cruzi através de mecanismos de agéo distintos, a jungédo
de porcOes estruturais destes dois precursores na molécula de H1 pode permitir a esse
hibrido evadir de possiveis mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelo parasito
(WILKINSON et al., 2009).
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Neste trabalho foi descrita a atividade toxica, seletiva, do anti-inflamatério néo
esteroidal nimesulida contra diferentes formas evolutivas do Trypanosoma cruzi (cepa Y),
com efeitos comparaveis ao exibido pelo benznidazol, utilizado como farmaco de
referéncia nos ensaios realizados.

InvestigacOes preliminares sobre a relacéo entre a estrutura quimica do farmaco e a
atividade anti-T. cruzi exibida pelo mesmo evidenciaram a importancia do substituinte
nitro, ligado ao anel aromatico da nimesulida, como farmacofdrico para a atividade
antiparasitaria estudada. Os resultados obtidos sugerem gue, nos ensaios realizados in vitro,
a nimesulida possa interferir no equilibrio redox do T. cruzi, através da formacdo de
espécies radicalares toxicas, contra as quais o0 parasito ndo consegue lidar.

Foram também preparados dois derivados a partir da nimesulida, H1 e H2,
decorrentes da hibridacdo molecular entre o anti-inflamatorio e a amida natural piperina
(5), ja estudada por nosso grupo em diferentes trabalhos, tendo evidenciado importante
perfil tripanocida. O hibrido H1, que possui o N da sulfonamida como ponto de hibridacéo,
apresentou um incremento de atividade, comparado ao farmaco precursor, mantendo a
seletividade desejada. Por sua vez, o hibrido H2, que possui como ponto de hibridacdo o N
da anilina proveniente da reducdo quimiosseletiva do nitro-substituinte, se apresentou
inativo. Esses dados, além de validarem a estratégia de hibridacdo molecular para o estudo
em tela, corroboram os resultados que mostram a importancia do grupo nitro-aromatico
para a atividade antiparasitaria estudada.

O desenvolvimento de um novo farmaco € um processo tdo complexo que ndo pode
estar contido apenas no ambito da pesquisa, desenvolvimento e inovagdo da industria
farmacéutica. Com efeito, o estudo de novos compostos medicinais € cada vez mais guiado
pelos principios e métodos quimicos aplicados a farmacologia e a clinica médica, com
envolvimento de diversas areas de pesquisa interdisciplinares e académicas (DREWS,
2000). Os bancos de dados atuais contém informagdes valiosas sobre alvos bioldgicos e
estruturas de sitio ativo, as quais podem elucidar novas atividades para moléculas
conhecidas. Esses compéndios compreendem o PubChem?*, ChEMBL?*, ChemSpider®, o
IDMap?, a lista de produtos descontinuados no Orange Book?” eletrdnico, dentre outros
(HA et al., 2008), os quais retnem diversas informacdes de apoio sobre um composto e
suas interacOes, tais como estrutura quimica, estrutura tridimensional do alvo, dados
omicos, farmacologia, etc. (MA’AY AN et al., 2007). Ndo obstante os inimeros métodos
computacionais existentes preditivos de propriedades ADMET das moléculas, de sitios de
receptores bioldgicos ou de similaridade estrutural, ha ainda uma diversidade de compostos
e de suas familias com diferentes atividades que necessitam ser mais estudados, até a sua
efetiva aplicabilidade. Neste sentido, a abordagem terapéutica do reposicionamento de
farmacos beneficia-se da disponibilidade crescente de bibliotecas moleculares e do avanco

2 Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em 11-07-2019.

24 Disponivel em: https://www.ebi.ac.uk/chembl/. Acesso em 11-07-2019.

% Disponivel em: https://www.chemspider.com/. Acesso em 11-07-2019.

% Disponivel em https://www.idmap.org/. Acesso em 29-09-2019.

%" Orange book ¢ uma edigio eletrénica do FDA que possui a lista “disc” (do inglés discontinued drug products), com
milhares de moléculas que passaram pela Fase | de testes mas foram abandonadas, seja por razdes de seguranga, restrices
comerciais, substituicdo por outros compostos mais ativos, etc. Informagdo disponivel em: http://www.bio-
itworld.com/issues/2008/nov-dec/chantest.html. Acesso em 11-07-2019.
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da gendmica e da bioinformatica (NOVAC, 2013), além da not6ria importancia pela
celeridade dos resultados conclusivos.

Considerando o fluxograma apresentado na Figura 55, os testes para nimesulida (3)
e H1 caminharam, no presente estudo, até o ponto da determinacdo da concentracdo
inibitoria sobre epimastigotas de T. cruzi e da comprovacdo de sua atividade contra as
formas amastigotas e tripomastigotas.

CANDIDATO
CITOTOXICIDADE
IN VITRO

M®P/L® [

ATIVIDADE
IN VITRO

o

PRIMEIRA

TRIAGEM
TOXICIDADE ]

INVIVO

DOSE J
LETAL ATIVIDADE
Clso DLsp IN VIVO

MODELO |

AGUDO MODELO
CRONICO

BIODISPONIBILIDADE
IN VITRO E IN VIVO

Figura 55. Estratégia integrada para a identificacdo de novos candidatos a farmacos no tratamento
de DC. Adaptado de DIAS et al., 20009.

Dessa forma, o prosseguimento da pesquisa até o proximo passo, no modelo in vivo,
poderd concluir o conjunto das expectativas sobre os candidatos nimesulida (3) e H1 na
terapéutica antichagasica. Na biologia de sistemas, sdo multiplas as informacdes
disponiveis sobre os alvos, porém € necessario transformar essas informacgdes em
conhecimento para a producdo de uma nova medicina e, neste cenario, nenhum esforco de
pesquisa pode ser ignorado. Por isso, acreditamos que os dados extraidos do conjunto desta
tese poderdo contribuir para a exploracdo de novas alternativas para o tratamento da DC,
uma vez que nenhum farmaco disponivel no mercado conseguiu eficacia na terapia cronica
da doenca. Dessa forma, a possibilidade de reposicionamento da nimesulida (3) torna-se
promissora, j& que a acdo tripanocida, aliada ao seu potencial como agente anti-
inflamatorio, implica ganho de dupla medicina para conter os danos decorrentes da doenca
de Chagas. Neste sentido, uma das perspectivas desta tese consiste na exploracdo dos
bancos de dados disponiveis relacionados aa nimesulida (3) para a melhor compreensdo dos
alvos de sua agdo tripanocida. Além disso, como a nimesulida (3) apresentou atividade in
vitro equivalente ao benznidazol (2), pretendemos prosseguir com os estudos, identificando
sua possivel eficacia in vivo, um passo adiante na confirmacdo desta sua atividade
bioldgica. Caso sua atividade in vivo seja comprovada, a nimesulida (3) destacar-se-a como
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vantajoso frente ao benznidazol (2) ou ao nifurtimox (1), pelos menores efeitos toxicos
relativos e uma possivel maior abrangéncia da atividade.

Por outro lado, a avaliagdo dos estudos disponiveis na literatura permite apostar na
exploracdo da estrutura molecular da piperina (5) e de seus derivados para a construcdo de
hibridos com a nimesulida (3), com vistas ao desenvolvimento de novos compostos
tripanocidas. Em adicdo, a constatacdo de que a amida (5) potencializa a acdo da
nimesulida (3), torna-se relevante o prosseguimento dos estudos para caracterizar a
biodisponibilizacdo de ambas as substancias, apds a administracdo do hibrido H1, pois o
NIM (3) e piperina (5) livres potencializariam o tratamento, concomitantemente a
minimizacdo dos efeitos inflamatdrios crénicos produzidos durante o curso da doenca. Em
longo prazo, a doenga de Chagas é uma das causas mais incapacitantes do homem nas
regibes onde é endémica. Vimos que a terapia atualmente disponivel possui uma
combinacdo de desvantagens, como baixa eficacia, efeitos colaterais graves e resisténcia
parasitaria. No estado da arte de novas medicinas antichagasicas, a proposta de reposicionar
a nimesulida (3), ou ainda de hibridiz&-lo quimicamente com um produto natural atoxico
para a construcdo de novas moléculas ativas, através de metodologias sintéticas simples e
diretas, pode ser considerada uma linha de investigacdo com resultados satisfatorios, visto
integrar baixo custo, menores efeitos colaterais e maior eficacia. Por fim, complementamos
que o conjunto de perspectivas torna-se animador para a continuidade desta linha de
trabalho, pois consistiu na primeira contribui¢cdo do nosso grupo de pesquisa no campo de
reposicionamento de farmacos.
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS - QUIMICOS
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Principios gerais.

O progresso das reagdes foi monitorado por cromatografia em camada fina,
realizada em placas de aluminio revestidas com silica-gel (0,25 mm de espessura), em
solvente apropriado, e 0s spots visualizados sob luz ultravioleta (254 e 356 nm). As fases
organicas foram secas com sulfato de sddio anidro e os solventes removidos sob pressao
reduzida e aquecimento em evaporador rotativo. As purificagdes por cromatografia em
coluna foram realizadas em coluna aberta utilizando silica gel Aldrich 230-440 mesh.
Pontos de fusdo foram determinados em um aparelho Biichi B-510, e ndo foram corrigidos.
As analises de CLAE foram realizadas no equipamento da marca Shimadzu, modelo
PROMINENCE, equipado com bomba LC-20AT, autosampler SIL-10AF, detector SPD-
M20A, forno CTO-20A, CBM-20a. Foi utilizada uma coluna Betasil C18 (25 cm x 4,6 mm
x 5 pm), fabricada pela Thermo. A fase movel usada na anélise foi composta por mistura
MeOH (65%)/H,0, com 1% AcOH (35%). Os espectros de RMN *H (500 MHz) e DEPTQ
(125 MHz) foram adquiridos a partir de um Bruker Ultrashield Plus Spectrometer
(BrukerBioSpin GmbH, Rheinstetten, Alemanha). Foi utilizado como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS). Para a solubilizacdo das amostras foram utilizados os solventes
deuterados cloroférmio (CDCI3), dimetilsulfoxido (DMSO-d6) e acetona [(D3C).CO].
Deslocamentos quimicos (0) foram reportados em partes por milhdo (ppm) com relacao ao
DMSO-d6 (2,50 ppm para 'H e 39,7 ppm para BC) ou ao solvente indicado. As
multiplicidades dos sinais foram assinaladas como sinal simples (s), sinal duplo (d), duplo-
sinal duplo (dd), sinal multiplo (m) e sinal largo (sl). Todas as reagdes, envolvendo
aquecimento por micro-ondas, foram realizadas em um sistema Discover SP (CEM Inc.,
Matthews, NC, USA) e sob pressdo atmosférica. Os espectros na regido do Infravermelho
(IVv) foram obtidos no espectrofotdmetro da marca Bruker, modelo Vertex 70 (PPGQ —
UFRRJ), utilizando a técnica de ATR. Os espectros de massa de baixa resolu¢do (EMBR)
foram obtidos no cromatdgrafo em fase gasosa, acoplado ao espectrofotometro de massas
GCMSQP2010 da Shimadzu (PPGQ - UFRRJ). Condicbes de andlise: Coluna: vf575MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 mm); Temperatura: 200 °C/1’ — 10 °C — 290 °C/40 mim; Injetor:
270 °C. Os espectros de massas de alta resolu¢cdo (HRMS) dos novos hibridos preparados
neste trabalho, inéditos na literatura, foram obtidos no Department of Chemistry &
Biochemistry da The University of Arizona (Tucson, AZ, USA). O equipamento utilizado
na analise foi um espectrémetro Bruker ESI-ICR. A amostra foi introduzida por infusédo
(em solucdo de acetonitrila/metanol) e a andlise realizada em modo positivo (ESI, do inglés:
Elétron Spray lonization).

Extracdo de nimesulida (3) a partir do medicamento adquirido comercialmente.
A fim de obter quantidades suficientes de NIM (3) a um baixo custo, optou-se por

extrair a substancia a partir de comprimidos do medicamento genérico, de diferentes
laboratérios?.

*® Nossa opgéo pela extragdo se justifica, pois o produto é disponivel comercialmente na Sigma-Aldrich a um
custo de R$ 2.084,00 o frasco de 25 g, enquanto uma caixa do medicamento genérico, contendo 12
comprimidos de 100 mg, tem um custo de cerca de R$ 10,00.
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A extracdo &cido-base foi conduzida de acordo com a metodologia descrita por
GONSALVES et al. (2013). Foram macerados 10 comprimidos de Nimesulida® de 100 mg
cada (massa total do farmaco 1,00 g, 0,3 mmol), sendo adicionados em seguida 100 mL de
hidréxido de sédio 0,10 mol x L™. A mistura foi agitada por 15 minutos e deixada em
repouso por 15 minutos também, ap6s o qual foi filtrada em algod&do umedecido como meio
filtrante. O residuo solido foi desprezado (excipientes insollveis) sendo adicionado ao
filtrado 100 mL de 4cido cloridrico 0,20 mol x L™, com agitacdo e deixado em repouso por
15 minutos, em banho de gelo. Apds filtracdo, o sélido foi espalhado cuidadosamente sobre
vidro de reldgio e seco em estufa a 50 °C, por 1 hora. Procedeu-se por duas vezes a
recristalizacdo em etanol do sélido obtido e ap0s seco verificou-se o ponto de fuséo.

Isolamento da piperina (5) dos frutos secos de Piper nigrum.

Para a obtencdo da piperina necessaria para a realizacdo do estudo, foram colocados
250 g de pimenta-do-reino em um cartucho de uma aparelhagem de Soxhlet e, num baldo de
fundo redondo de 500 mL, foram adicionados 350 mL de etanol a 95%. O sistema foi
mantido sob refluxo, por aproximadamente 10 horas. Apds término da extragdo, foi feita a
concentracdo do extrato em evaporador rotatério. Ao residuo formado, de aspecto viscoso e
aroma adocicado, foram adicionados cerca de 100 mL de uma solucédo alcodlica de KOH
10%, recentemente preparada, para que ocorresse a precipitacdo dos taninos e demais
materiais fendlicos, contaminantes do meio, na forma dos seus respectivos sais de potassio.
Apos filtragdo a vacuo e remocdo do material precipitado, foi adicionada uma pequena
quantidade de agua ao sobrenadante suficiente para que o meio se tornasse turvo. Depois de
um periodo de trés dias em repouso, formou-se um precipitado amarelo que foi filtrado, sob
pressdo reduzida. O material solido obtido foi lavado com uma pequena quantidade de agua
gelada, seguido de éter etilico gelado. Apos a recristalizagdo em etanol foram obtidos 7,0 g
(24,6 mmol) (aproximadamente 3%) de piperina na forma de cristais amarelo-claro (IKAN,
1991).

Preparacdo do &cido piperinico (6) a partir da hidrolise da piperina (5).

Em um equipamento para refluxo, foram adicionados 2,10 g (7,37 mmol) de
piperina (5) ao baldo de 100 mL de capacidade equipado com barra de agitacdo magnética,
contendo 25 mL de solucdo alcodlica de KOH 20%. A mistura reacional foi mantida sob
refluxo e agitacdo por 1 hora no reator de micro-ondas (temperatura de 92°C e 50 W de
poténcia). A reacdo passou da cor amarela para marrom, com formacgdo de um precipitado,
tendo sido acompanhada por cromatografia em camada fina. Apds o término da reacao, o
etanol da mistura reacional foi evaporado em rotavapor. Foi adicionada &gua ao residuo
solido formado, deixando-se atingir a temperatura de ebulicdo para solubilizacdo de todo o
material precipitado, seguida de filtracdo a quente. Os contaminantes diferentes do
carboxilato foram extraidos por duas vezes com éter etilico. A precipitacdo do acido como
um solido amarelo ocorreu ap6s adi¢do, gota a gota, de uma solucdo de HCI a 10%, até o
meio atingir pH préximo de 3. O material foi filtrado sob pressdo reduzida e lavado com
agua gelada. O soélido obtido foi seco em dessecador e recristalizado em etanol, gerando
1,35 g (6,19 mmol) (84%) do acido piperinico (6). O produto foi devidamente caracterizado
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pelos métodos convencionais de anélise e os dados obtidos estdo de acordo com o descrito
na literatura (FERREIRA, 2006).

Preparacéo do cloreto do &cido piperinico (7).

O é&cido piperinico (6) formado na etapa anterior foi adicionado a um baldo de 25
mL de capacidade equipado com barra de agitacdo magnética e mantido em atmosfera
inerte com septo de borracha e bolhémetro. Em seguida, foram adicionados 500 mg (2,29
mmol) do &cido (6) e, apds cerca de 30 segundos de borbulhamento de nitrogénio,
adicionou-se cerca de 1,5 mL (17,62 mmol) do reagente cloreto de oxalila (COCI),. Esta
solucdo foi submetida a agitacdo em temperatura ambiente por aproximadamente 30
minutos, em capela de exaustdo quimica (ocorre liberacdo de CO, CO, e HCI do meio
reacional). A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada fina indiretamente,
através da reacdo de uma pequena aliquota com metanol, com a formacédo do éster metilico
(eluente hexano: acetato de etila 25%). Concluida a reacdo, o excesso de (COCI), foi
removido em evaporador rotatorio restando apenas o cloreto de acila (7), na forma de um
residuo solido de cor laranja, sendo imediatamente utilizado na etapa posterior das sinteses
sem tratamento prévio, devido a sua instabilidade em atmosfera imida. Uma observagdo
importante para preparacdo exitosa do cloreto de acido envolve a retirada dele do
evaporador rotativo. O evaporador deve ter sua pressdo equalizada pela entrada de
Nitrogénio, que pode ser introduzido através de um baldo de borracha.

Preparacdo do primeiro hibrido H1 (adaptado de PERICHERLA et al., 2007).

Foram adicionados ao baldo contendo o cloreto de &cido (7), 5 mL de solvente
diclorometano (CH,Cl,), seco por 12 h sobre peneira molecular ativada. O sistema
permaneceu sob agitacdo, em banho de gelo. Em outro baldo, previamente seco em estufa a
120 °C por 12 h, equipado com barra de agitagdo magnética, foram adicionados 350 mg de
nimesulida (3) e, sob atmosfera de N, foi adicionado 0,86 mL de trietilamina (6
equivalentes; 0,626¢), dissolvida em cerca de 10 mL de CH,CI,. Esta solucdo foi gotejada
sobre 0 meio reacional contendo o cloreto de &cido (7). Apos finalizada a adigdo do NIM
(3) ao cloreto de acido (7), a mistura reacional foi mantida sob agitacdo, a temperatura
ambiente, por 12 horas. Na sequéncia, uma aliquota foi retirada para acompanhamento da
reacdo em cromatografia de camada fina (eluente hexano: acetato de etila 25%), utilizando
0 &cido piperinico (6) como referéncia, o que demonstrou formacao de produto. O solvente
foi evaporado em rotavapor, e foram adicionados cerca de 50 mL de acetato de etila ao
residuo obtido. Procedeu-se uma extracdo por particdo do produto duas vezes com 10 mL
de NaOH 5%, sob forte agitacdo, a fim de retirar a nimesulida (3) residual. As fases foram
separadas em funil de separagéo e a fase organica contendo o produto foi lavada trés vezes
com 10 mL de &gua destilada e solucdo saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi
seca em sulfato de sdédio (Na,SO,) e a solucdo limpida amarelo-clara resultante foi
concentrada sob pressdo reduzida, em evaporador rotatorio. O produto bruto foi
solubilizado em CH,Cl, para purificagdo em coluna empacotada com silica-gel, utilizando
como eluente (hexano: acetato de etila 25%). O eluido foi acompanhado por cromatografia
de camada fina para identificacdo das fragcdes contendo o produto H1, que foram juntadas e
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deixadas por 48 horas para evaporacdo do solvente. O produto purificado foi obtido como
um sélido amorfo de cor amarelada (325 mg, 0,6 mmol, 60%).

H1: Rendimento 60% PF. 145-146 °C

(2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-(metilsulfonil)-N-(4-nitro-2-fenoxifenil) penta-2,4-
dienamida.

RMN *H (500 MHz, CDCls) & (ppm): 8,06 (d, 1H); 7,67 (d, 3H); 7,46 (dd, 2H); 7,32 (d,
1H); 7,09 (d, 2H); 6,98 (d, 2H); 6,94 (d, 1H); 6,81 (d, 1H); 6,63 (dd, 1H); 6,01 (s, 2H); 5,79
(d, 1H); 3,54 (s, 3H).

DEPTQ (125 MHz, CDCls) & (ppm): 165,80; 155,88; 154,00; 149,39; 149,21; 148,41;
148,09; 143,22; 133,64; 131,21; 130,78; 130,07; 126,28; 123,85; 123,78; 120,28; 117,94:
117,72; 112,16; 108,64; 105,92; 101,56; 42,61.

HRMS: m/z 531,0833 [M + Na]*
Preparacéo da anilina (4) derivada da nimesulida (3).

Num baldo de 25 mL, equipado com condensador de refluxo e barra de agitacéo
magnética, foram adicionados a solucdo de nitro-sulfonamida (3) (339 mg; 1,1 mmol) em
20 mL de mistura etanol/agua (2:1), ferro metalico (365 mg; 6,5 mmol) e cloreto de amonio
(65 mg; 1,2 mmol). A mistura reacional foi mantida sob refluxo, durante 1 hora, e
acompanhada por cromatografia de camada fina em placas de silica, visualizadas sob luz
ultravioleta. Constatado o término da reagdo por CCF, o material foi filtrado em coluna de
silica e a solucdo obtida foi concentrada sob pressdo reduzida. Ao residuo, foi adicionado
gelo e o precipitado resultante foi filtrado para obten¢do do derivado nimesulida reduzida
de interesse (4) (MAIA et al, 2009). O produto foi caracterizado pelos métodos
convencionais de analise e os dados obtidos estdo de acordo com aqueles anteriormente
descritos na literatura para 0 mesmo produto (JIAN et al, 2017).

Preparacéo do segundo hibrido H2.

Em um baldo de fundo redondo com 25 mL de capacidade, completamente seco
contendo agitador magnético, foram adicionados 250 mg (1,1 mmol) de &cido piperinico
(6) e em seguida foi acoplado o bolhdmetro e entrada de nitrogénio, para garantir atmosfera
inerte. Apos cerca de 30 segundos de borbulhamento, foi adicionado 1 mL de (COCI),
através de uma seringa com agulha propria. O sistema foi mantido sob agitacdo em capela
de exaustdo quimica, atmosfera inerte e temperatura ambiente, por cerca de 45 minutos. A
cor alaranjada da solucéo inicial torna-se vermelho alaranjado forte, indicando a formacao
do cloreto de acila (7). A presenca de 7 foi confirmada mediante retirada de pequena
aliguota gotejada sobre metanol. Imediatamente, ocorre a formacdo de éster metilico,
visualizada na cromatografia de camada fina com eluente hexano: acetato de etila 25%.
Apos este tempo, o sistema de entrada de N, foi retirado e o baldo contendo a mistura
reacional foi levado ao rotavapor para evaporacdo do excesso de (COCI), remanescente.
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Finalizada a evaporagdo, o baldo foi novamente acoplado a entrada de nitrogénio para
garantir atmosfera inerte para a proxima etapa reacional. Foram adicionados ao baldo
contendo o cloreto de &cido, 5 mL de solvente diclorometano. O sistema foi mantido com
agitacdo e banho de gelo.

Em outro baldo completamente seco contendo agitador magnético, foram
adicionados 300 mg (1,1 mmol) de nimesulida reduzida (4), imediatamente fechado e, sob
atmosfera de N, adicionados cerca de 10 mL de CH,Cl, seco e 10 mL de trietilamina
(PERICHERLA et al., 2007). Esta solucdo foi gotejada sobre o meio reacional contendo o
cloreto de acido (7). Apos finalizada a adicdo da nimesulida reduzida (4) ao cloreto de
acido (7), a mistura reacional foi mantida sob agitacdo e em temperatura ambiente, por
cerca de 1 hora. A reacdo foi acompanhada por cromatografia de camada fina utilizando
como eluente hexano: acetato de etila 25%, em relacdo ao acido piperinico (6) como
referéncia, o que demonstrou formacdo de produto. A mistura foi vertida em agua e
extraida 3 vezes com diclorometano. As fases organicas foram juntadas e lavadas 2 vezes
com HCI 10% e &gua, secas em Na,SO, e concentrada. O residuo sélido obtido foi
purificado por recristalizacdo em mistura de cloroférmio e acetato de etila, gerando 0,350 g
da amida desejada (0,73 mmol, 60% de rendimento), na forma de um sélido amorfo, de
coloracdo bege. Ponto de fusdo 192-193 °C.

H2: Rendimento 60% PF. 192-193 °C

(2E,4E)-5-(1,3-benzodioxol-5-il)-N-{4-[(metilsulfonil)amino]-3-fenoxifenil}penta-2,4-
dienamida.

RMN *H (500 MHz, acetona) J (ppm): 9,43 (s, 1H); 8,21 (s, 1H); 7,54 (s, 1H): 7,52 (s, 1H);
7,45 (s, 1H); 7,44 (s, 1H); 7,42 (s, 1H); 7,39 (m, 1H); 7,21 (s, 1H); 7,15 (s, 1H); 7,13 (s,
1H); 7,11 (s, 1H); 7,03 (dd, 1H); 6,86 (d, 1H); 6,93 (s, 1H); 6,91 (s, 1H); 6,27 (d, 1H); 6,04
(s, 2H); 3,00 (s, 3H).

DEPTQ (500 MHz, acetona) § (ppm): 163,91; 156,37; 149,79; 148,41; 141,69; 139,16;
138,24; 131,06; 129,96; 125,70; 124,90; 123,93; 123,88; 122,83; 119,10; 114,30; 109,15;
108,32; 105,57; 101,51; 39,16.

HRMS: m/z 479,1272 [M + H]"
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PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS - BIOLOGICOS
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Animais - Camundongos da linhagem BALB/c de ambos os sexos, com 6-8
semanas de idade foram obtidos do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, e mantidos em microisoladores, com ragdo e agua ad libitum.

Declaragéo de Etica — O presente estudo foi realizado em estrita conformidade com
as recomendac6es do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio, do National
Institutes of Health (Estados Unidos). O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (CEUA-IV, Numero de Autorizacdo: 8819010217), e todos os esforgos foram
envidados para minimizar o sofrimento.

Parasitos — Nos ensaios deste estudo, foi utilizado o protozoario Trypanosoma
cruzi, cepa Y. Os parasitos foram gentilmente cedidos pela Doutora Mirian Claudia de
Souza Pereira, chefe do Laboratério de Ultraestrutura Celular, pertencente ao Instituto
Oswaldo Cruz, da Fundagdo Oswaldo Cruz, Fiocruz — RJ. Todos os experimentos foram
conduzidos com biosseguranca nivel 2. As formas epimastigotas utilizadas nos
experimentos sdo de até décima passagem, no maximo, apds seu descongelamento. Cerca
de 1-2 mL de sangue de camundongo BALB/c infectado com 10° tripomastigotas x mL™ de
T. cruzi, cepa Y, foram transferidos para uma garrafa de cultura de células contendo 40 mL
de infusdo de tecido cardiaco e cerebral (BHI, do inglés Brain Heart Infusion (BD
Bioscience) suplementada com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), 20 ug x mL™ de
4cido félico (Sigma-Aldrich), 12 pg x mL™* de hemina (Sigma-Aldrich), 10 pg x mL™ de
gentamicina (Sigma-Aldrich), sendo esse meio chamado de BHI completo) e mantido em
repouso na BOD, a 27 °C por oito dias, para o isolamento das formas epimastigotas
diferenciadas. O material foi retirado desta garrafa, e a garrafa vazia foram adicionados 20
mL de BHI completo e mantida na BOD, por 15 dias. O sobrenadante retirado da garrafa
inicial apresentou cerca de 6 x 10* epimastigotas x mL™ e foi utilizado para montar duas
garrafas de primeira passagem de epimastigotas, com inéculo de 10° epimastigotas x mL™,
cada. O material decantado (pellet de isolamento de epimastigotas) foi ressuspendido em 2
mL de BHI completo e centrifugado a 2200 rpm, 10 minutos, 4 °C. O pellet foi
ressupendido em SFB e quantificado apresentando cerca de 1 x 10° epimastigotas x mL™.
Em seguida, foram adicionados 10% de DMSO para formar a solugdo congelante e foram
congeladas as amostras de isolamento com 20 x 10° epimastigotas x mL™ de primeira
passagem, em cada criotubo. O material foi mantido overnight a -80 °C e entdo armazenado
em nitrogénio liquido (-196 °C). Para o trabalho desta tese, foi utilizado inéculo de 10°
epimastigotas x mL™* em todas as passagens dos parasitos. A partir das garrafas de primeira
passagem foi possivel fazer a manutencdo e o congelamento de pool de primeira a décima
passagens destas formas epimastigotas. A cultura de epimastigota anteriormente preparada
(garrafa que foi mantida por 15 dias na BOD) foi utilizada para a diferenciacdo de formas
epimastigotas em formas tripomastigotas metaciclicas. Nos 14° e 15° dias da cultura, ha
algumas formas tripomastigotas presentes. Entdo foram retirados 2 mL de caldo desta
cultura contendo tripomastigotas e adicionados a 4 garrafas de LLCMK2 semi-confluente
para infeccdo. A partir do 7° dia pos-infeccdo foi possivel recolher as formas
tripomastigotas liberadas para fazer um estoque de formas infectivas necessarias para a
realizacdo dos experimentos da tese.
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Manutencdo de células LLCMK2 — A linhagem de células epiteliais aderentes de
LLCMKZ2, proveniente de macacos Rhesus da espécie Macaca mulata, obtidas a partir do
tecido do Rim, foi fornecida gentilmente pelo Professor Doutor Célio Geraldo Freire-de-
Lima, chefe do Laboratério de Imunomodulacdo, pertencente ao Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho (IBCCF), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As
células foram mantidas in vitro, em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) completo (2 mM de
glutamina, 50 mM de B-mercaptoetanol, 100 mM piruvato, 50 pg x mL™ de gentamicina,
aminoacidos ndo essenciais, suplementado com 2,5% de SFB), em estufa a 37 °C com
atmosfera imida contendo 5 % de CO..

Obtencao de macréfagos peritoneais - Camundongos BALB/c foram eutanasiados
com inalacdo de Isoflurano, como descrito no protocolo aprovado pela CEUA/IV/UFRRJ.
Em seguida, macrdfagos peritoniais residentes foram obtidos através do lavado da cavidade
peritoneal com 5 mL de DMEM (Gibco-Invitrogen) suplementado e sem soro. As células
foram contadas em camara de Neubauer, utilizando-se solugéo de 0,01% de Azul de Tripan
(Riedel-de Haen) em PBS (PBS, do inglés Phosphate Buffered Saline) para analise da
viabilidade celular, e ajustadas para concentracdo de 2 x 10° células x mL™* em meio
DMEM suplementado e com 10 % de SFB. Entdo, 1 mL dessa suspensdo foi distribuida,
em triplicatas, em microplacas de 24 e 48 pocos para cultura de células (TPP®). As placas
foram incubadas em estufa a 37°C e 5% CO,, por 3 horas.

Crescimento das formas epimastigotas dos parasitos - As formas epimastigotas de
T. cruzi Y foram cultivadas em meio BHI completo. As culturas de parasitos foram
mantidas em incubadora BOD a 27°C, com passagem a cada 7 dias, utilizando in6culo de
10° parasitos x mL™* em 25 mL de meio BHI completo. Para 0s experimentos com as
formas epimastigotas, os parasitos foram centrifugados a 2200 rpm, 10 minutos, a 4 °C
(condicbes de centrifugacdo utilizadas para os epimastigotas em todos 0s ensaios). Em
seguida, os parasitos foram ressuspendidos em 10 mL de BHI completo e contados em
camara de Neubauer, com 0,01% de azul de Tripan (Riedel-de Haen).

Crescimento das formas tripomastigotas dos parasitos — As formas tripomastigotas
metaciclicas de T. cruzi Y foram obtidas de culturas de células LLCMK2. Apos o
crescimento das células LLCMK2, o meio de cultivo foi descartado e as células foram
lavadas com tampao fosfato-salino para a retirada do SFB. Em seguida, as células foram
tripsinizadas por incubacdo de 5 a 10 minutos a 37 °C com solucdo contendo 1 mM de
acido etileno diamino tetra-acético (Sigma-Aldrich) e 0,25% de tripsina (Life
Technologies) em PBS. A incubacdo foi interrompida pela adi¢cdo de PBS suplementado
com 10% de SFB, seguida por centrifugacdo a 1500 rpm, por 6 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em diluicdo de 1:10 em meio RPMI
completo (Sigma-Aldrich) Quando a cultura alcangou 50% de confluéncia, as células de
LLCMK?2 foram infectadas com as formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi na razdo
de 5 parasitos por célula. Apos 24 horas de interacdo parasito-célula hospedeira, os
parasitos ndo internalizados foram removidos pelo descarte do meio da cultura. As células
foram lavadas trés vezes com PBS, havendo reposicdo de meio RPMI 1640 completo. A
obtencdo das formas tripomastigotas para a infeccdo de macrdfagos foi feita a partir da
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coleta do sobrenadante das células LLCMK2, nos 7° e 9° dias ap6s infeccdo (picos
parasitémicos).

Ensaio de citotoxicidade - A toxicidade celular foi avaliada através do método
colorimétrico do XTT {do inglés 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide} para a quantificagdo do metabolismo
mitocondrial e atividade da cadeia respiratoria, na presenca do aceptor de elétrons
metassulfato de fenazina (PMS, do inglés Phenazine Methosulfate). Esse reagente é usado
como carreador intermediario de elétrons, aumentando a producdo de formazan e
diminuindo o tempo de incubagdo (DA COSTA, 2017).

Os macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, obtidos como descrito
anteriormente, foram cultivados em microplacas de 96 pocos, com meio de cultura DMEM
completo, numa concentracdo final de 1 x 10° células por pogo, mantidos nas mesmas
condigdes que as experimentais, como controle para a técnica. Os macrofagos foram entéo
incubados com nimesulida (3), nas concentracées de 1 a 10 ug x mL™, por 48 horas. Apds
0s periodos de incubacdo, 50 pL de solucdo de XTT (1,8 mg de XTT, 75 pL de PMS e
1425 pL de PBS 1x) foram adicionados em cada poco, deixando incubar pelo periodo de 4
horas, seguida de leitura em um leitor de microplacas (Spectramax M3), com filtro de 490
nm. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com piperina (5), benznidazol (2) e
H1).

A populacdo enriquecida com linfdcitos esplénicos foi obtida do baco de
camundongos BALB/c. O baco foi macerado e o lavado resultante, centrifugado a 1500
rpm, por 6 minutos, a 4 °C. O pellet, contendo os linfécitos e heméceas, foi tratado com 3
mL de solugédo de tampdo de lise de hemécias ACK 1x (formulagdo para 1 L: 8 g NH,CI, 1
g KHCOg3, 1,84 g EDTA) a 37 °C por 5 minutos, em estufa de CO,. Apoés a lise, foram
adicionados 3 mL de SFB, e centrifugado nas mesmas condi¢des acima. O pellet de
linfdcitos foi ressupendido em meio RPMI completo para quantificacdo das células em
camara de Neubauer, com 0,01% de azul de Tripan (Riedel-de Haen). Os linfocitos foram
cultivados em microplacas de 96 pogos, com meio de cultura DMEM completo, numa
concentracdo final de 1 x 10° células por pogo, mantidos nas mesmas condicdes que as
experimentais, como controle para a técnica. Os linfdcitos foram incubados com nimesulida
(3), e quantificados por XTT, seguindo os mesmos procedimentos empregados para oS
macrofagos. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com piperina (5),
benznidazol (2) e H1).

As células LLCMK2 foram cultivadas em microplacas de 96 pocos, com meio de
cultura RPMI completo, numa concentracéo final de 1 x 10° células por poco, mantidas nas
mesmas condi¢des que as experimentais, como controle para a técnica. As células foram
entdo incubadas com nimesulida (3), nas concentracdes de 1,56 a 100 uM, a 27 °C, por 48
horas em estufa BOD. Para analisar a viabilidade das células na presenca da nimesulida (3),
foi realizado o ensaio de reducdo do MTT (do inglés 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyl tetrazolium bromide). De acordo com o método desta técnica, as células viaveis
com metabolismo ativo sdo capazes de reduzir o sal MTT produzindo o composto colorido
formazan, em forma de cristais, que devem ser dissolvidos em dimetilsulfoxido antes da
leitura da absorbancia, em filtro de 570 nm (RISS et al., 2013). Para verificar a viabilidade
em T.cruzi, a metodologia do ensaio de reducdo de MTT foi adaptada de MUELAS-
SERRANO et al. (2000), utilizando o reagente PMS. O efeito citotoxico foi avaliado pelo
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percentual de inibicdo de crescimento celular em relagcdo ao controle em 50% (ICsp). (O
mesmo procedimento foi empregado no ensaio H1).

Viabilidade celular das formas epimastigotas de T.cruzi Y, em diferentes
concentracdes de nimesulida (3) e demais substancias — Todas as formas epimastigotas de
T.cruzi Y foram utilizadas em fase exponencial de crescimento (96 h) e ressuspendidas em
meio BHI completo na concentragéo final de 2 x 10° parasitos x mL™. Em microplacas de
cultura de 96 pocos, foram adicionados 100 pL da cultura de parasitos, na presenca ou ndo
de diferentes concentracdes da NIM (3). Foram utilizadas concentragdes numa faixa de
1,56 uM a 100 pM, em diluicdo seriada usando fator de diluicdo igual a dois. As placas
foram incubadas a 27 °C, por 72 horas em estufa BOD. Para analisar a viabilidade dos
parasitos na presenca da nimesulida (3), foi realizado o ensaio de reducdo do MTT. O efeito
tripanocida foi avaliado pelo percentual de inibicdo de crescimento dos parasitos em
relacdo ao controle em 50% (ICsp). A substancia utilizada como controle foi o farmaco
Benznidazol®. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com nimesulida reduzida
(4), piperina (3), H1 e H2).

Preparacdo das solucdes das moléculas utilizadas no tratamento de formas
evolutivas de T. cruzi — Para o preparo das solu¢es dos compostos, foi preparada solugéo
estoque de 30 mM para cada uma das moléculas, utilizando DMSO como diluente.
concentracdo final de DMSO nos ensaios foi 0,12 %. A concentragdo das moléculas em
cada pogo foi ajustada para a concentracdo desejada. A maior concentragdo citotoxica
indcua testada para nimesulida (3) e benznidazol (2) foi 10 ug x mL™. Transformando as
unidades de concentragéo, este valor corresponde a 32 uM para nimesulida (3) — PM 308 g
x mol™ e 38 uM para benznidazol (2) — PM 260 g x mol™. Dessa forma, apés a realizacéo
dos ensaios citotdxicos, estas substancias foram utilizadas nos experimentos seguintes nas
concentracfes comuns de 17 puM e/ou 35 pM. O benznidazol utilizado nos ensaios foi
obtido do LAFEPE, lote 140201/14. Todos os compostos testados frente as diferentes
formas evolutivas do Trypanosoma cruzi tiveram seus graus de pureza avaliados por
CLAE-DAD (fase reversa), apresentando pureza > 95%. Na Figura 56, (Anexos, pagina
173), encontram-se 0s cromatogramas de todas as moléculas utilizadas nos ensaios deste
trabalho.

Infeccdo de macrofagos in vitro com tripomastigotas e tratamento com
nimesulida (3) — Nos dias de picos de liberacdo de tripomastigotas, o sobrenadante da
cultura de células LLCMK2 infectadas foi centrifugado para a obtencdo das formas
parasitarias de T. cruzi. No entanto, em geral, amastigotas costumam estar presentes no
sobrenadante (isto foi verificado atraves da observagdo em microscopio Optico, com
aumento de 40x). Como as amastigotas podem ser fagocitadas por macrofagos e
replicarem-se, tal fato poderia interferir na interpretacdo dos resultados para a infec¢do. Por
isso, visando obter somente tripomastigotas para a infeccdo, optou-se por fazer a
purificacdo das culturas empregadas. Para o procedimento, as formas tripomastigotas e
amastigotas presentes no sobrenadante da cultura de LLCMK?2 foram removidas da garrafa
de cultura de células, centrifugadas a 1550 rpm, durante 6 minutos a 5 °C, para retirada das
células LLCMK2. Em seguida, o sobrenadante foi centrifugado a 4000 rpm, durante 10
minutos a 4 °C para baixar as formas tripomastigotas e amastigotas, eventualmente
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presentes. Apds a centrifugacdo, o tubo foi deixado na posicdo vertical em estufa a 37 °C
com atmosfera imida contendo 7% de CO,, durante 2 horas para obtencao apenas da forma
tripomastigota no sobrenadante (isto foi verificado através da observacdo em microscopio
Optico, com aumento de 40x). Apds 2 horas, o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 RPM
durante 15 minutos & temperatura de 10 °C na centrifuga Sorvall, rotor SS-34. O
precipitado foi ressuspendido em meio RPMI (Sigma) completo chegando-se a uma
concentracdo de 1 x 10’ parasitos x mL™ (nesta suspensdo estdo presentes unicamente as
formas tripomastigotas, fato verificado atraves da observacdo em microscépio optico, com
aumento de 40x). Os macrofagos foram infectados com as formas tripomastigotas obtidas e
ajustados & proporcao de 3 parasitos para 1 macréfago®. A cultura foi mantida em estufa a
37 °C com atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Ap6s 24 horas de infecgdo, 0s pogos
foram lavados com solucdo salina PBS para remocdo dos parasitos ndo internalizados e
mantidos em meio DMEM completo, na presenca ou ndo, de nimesulida (3) e benznidazol
(2) 35uM. Foram mantidos em estufa a 37 °C com atmosfera Umida contendo 5% de CO,,
durante nove dias. A multiplicacdo dos parasitos foi avaliada apds sete e nove dias em
cultura, pela contagem em camara de Neubauer das formas tripomastigotas livres nos
sobrenadantes. (O mesmo procedimento foi empregado no ensaio com H1).

Viabilidade Celular por citometria de fluxo — Para a elucidacdo do tipo de morte
celular, os parasitos foram tratados com nimesulida (3) por 24 horas, em niimero de 1 x 10°
parasitos por poco. Apds o tratamento, foram centrifugados e ressuspendidos em 1000 pL
de tampédo; novamente centrifugados e tratados com Anexina V-FITC (AV) e lodeto de
Propideo (IP), e analisados em citdmetro de fluxo (FACSCALIBUR Becton & Dicknson).

Anélise Ultraestrutural — Formas epimastigotas (2 x 10° parasitos x mL™) de
terceira passagem, na fase exponencial de crescimento, foram tratados por 24 horas com a
sulfonamida (3) 35 pM, e fixados com glutaraldeido a 2,5%, diluido em cacodilato de sddio
0,1 M, contendo 3,5% de sacarose, pH 7,2, por 1 hora a 4 °C. Apds esse tempo, 0s parasitos
foram lavados no mesmo tampao e pés-fixados com tetréxido de ésmio 1% (OsOy), diluido
em tampao cacodilato de sdédio 0,1 M, pH 7,2, por 1 h a 4 °C. Entdo, as células foram
lavadas no mesmo tampdo, e desidratadas em um gradiente de acetona (30%, 50%, 70%,
90% e 100%) e incorporado em resina PolyBed 812. Apds a polimerizacdo, foram obtidas
seccdes ultrafinas no Leica ULTRACUT S UCT e coradas com 5% de acetato de
uranilo/1% de citrato de chumbo. A analise foi realizada sob o microscépio eletrdnico de
transmissdo (Jeol JEM-1011) Rudolf Barth, na Plataforma de Microscopia Eletrénica da
Fiocruz (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), sob a supervisdo da Dr® Suzana Corte-Real.

Andlise estatistica — As andlises estatisticas foram conduzidas no programa
GraphPad Prism, versdo 5, em testes de andlise one-way ANOVA para amostras

2 A multiplicidade de infeccdo esta de acordo com a literatura para ensaios com a cepa Y. No entanto, foi realizado um
experimento visual de acompanhamento da infec¢do nas proporgdes de 1:1; 3:1 e 5:1. Onde observou-se que, no primeiro
caso, a infecgdo foi baixa o suficiente para ndo haver liberacdo apds 7 ou 9 dias. No segundo caso, a infeccdo seguiu
conforme os dias de picos parasitémicos e, na propor¢do de 5:1, observou-se perda de integridade morfoldgica dos
macréfagos, com muitos debris celulares no sobrenadante, apés 5 dias de infecgdo. O que fez supor que, talvez pelo fato
da cepa Y ser muito infectiva, a multiplicidade de infec¢do era demasiado forte. Desta forma, utilizou-se em todos os
experimentos de infeccdo, a multiplicidade de 3 tripomastigotas para cada macrofago.
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independentes. Os valores de significAncia foram representados nos graficos por (*) para
valores com p<0,05; (**) para valores com p<0,01 e (***) para valores com p<0,001.
Valores de <0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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CROMATOGRAMAS DAS SUBSTANCIAS UTILIZADAS NOS ENSAIOS
BIOLOGICOS.
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Figura 56. Andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia para as substancias isoladas ou
obtidas por transformacfes quimicas, testadas frente as diferentes formas evolutivas do T. cruzi.
Cromatograma A: Nimesulida (3); Cromatograma B: Nimesulida reduzida (4); Cromatograma C:
Hibrida nimesulida-piperina, H1; Cromatograma D: Hibrida nimesulida-piperina, H2;
Cromatograma E: Piperina (5), isolada de Piper nigrum. Todos os compostos enviados para
avaliacdo bioldgica apresentaram grau de pureza > 95% por CLAE. O equipamento e coluna
utilizados, bem como as condicbes de analise, encontram-se descritas na parte experimental desta
tese.
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Nimesulida (3).
Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vn-H = 3280 (estiramento N-H amida secundéria);

ve=c (Csp2) =1515 e 1486 (vibragdo da ligagdo C=C do anel aromatico);

dn-n = 1587 (deformacdo angular simétrica no plano N-H amida secundaria);
dnoz2 = 1332 (deformacéo axial assimétrica e simétrica);

dso2 = 1245 e 1216 (deformacdo axial assimétrica e simétrica);

ve-o-c = 1151 (estiramento C-O de éter);

dc-H (Csp2) = 973 (deformagéo angular ndcleo aromatico);

dc-H (Csp2) = 804 (deformagéo angular anel aromatico 2H adjacentes);

dc-H (Csp2) = 740 e 698 (deformacéo angular anel aromatico 5H adjacentes).
dc-H (Csp3) = 514 (deformagéo angular fora do plano CHj).
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Espectro 1. Espectro de infravermelho da nimesulida (3).
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Nimesulida (3)

Tabela 10. Deslocamento quimico de RMN *H e RMN **C para a nimesulida (3).

Posicéo 8'H (ppm) 8"°C (ppm)

1 146,37 (C)
2 14372 (C)
3 7,80-7,78 (d, 1H) 125,95 (CH)
4 154,17 (C)
5 8,04-8,01 (d, 1H) 130,69 (CH)
6 7,68 (d, 1H) 130,69 (CH)
CH, 3,19 (s, 3H) 40,56

ik 7,11-7,09 (d, 1H) 119,41 (CH)
2 7,49-7,47 (d, 1H) 119,69 (CH)
3’ 7,32 (m, 1H) 111,91 (CH)
4 7,49-7,47 (d, 1H) 119,69 (CH)
5 7,11-7,09 (d, 1H) 117,38 (CH)
6 133,97 (C)
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Dados do Espectro de Massas:

EM/ IE: m/ z= 308 (M™, 100%); 281(17%); 229 (88%); 199 (34%); 154 (82%).

308-|
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|-154

183 7
199 7

207 7

B

Espectro 4. Espectro de massas da nimesulida (3).
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Nimesulida reduzida (7).
Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vn-H = 3396 (estiramento N-H amina primaria aromatica);

VN-H = 3328 (estiramento N-H amida secundaria);

vn-H = 2360 e 2341 (estiramento N-H amina priméria aromatica);

dn-n = 1585 (deformacdo angular simétrica no plano N-H amida secundaria);
ve=c (Csp2) = 1689 e 1486 (vibracéo da ligagdo C=C do anel aromatico);
ds02 = 1311 e 1213 (deformacdo axial assimétrica e simétrica);

vc-o-c = 1126 (estiramento C-O de éter);

dc-H (Csp2) = 968 (deformagéo angular nucleo aromatico);

dc-H (Csp2) = 800(deformacdo angular anel aromatico 2H adjacentes);

dc-H (Csp2) = 759 e 686 (deformacéo angular anel aromatico 5H adjacentes).
8c-1 (Csps) = 516 (deformagdo angular fora do plano CHa).
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Espectro 5. Espectro de IV da nimesulida reduzida (7).
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Espectro 6. Espectro RMN *H da nimesulida reduzida (7) em DMSO-d6 500 MHz.
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4’

Nimesulida reduzida (7)

Tabela 11. Deslocamento quimico de RMN *H e RMN *3C para a nimesulida reduzida (7).

Posic&o 8 'H (ppm) 8 °C (ppm)
1 115,25 (C)
2 149,59 (C)
3 6,31-6,28 (d, 1H) 103,25 (CH)
4 156,67 (C)
5 6,05 (d, 1H) 109,29 (CH)
6 7,01-6,99 (d, 1H) 124,03 (CH)
SO,CHs 2,88 (s, 3H) 40,46 (CH)
P 7,18-7,15 (m, 1H) 119,78 (CH)
2 7,44-7,40 (m, 1H) 131,00 (C)
3’ 7,07-7,05 (d, 1H) 130,38 (CH)
4 7,44-7,40 (m, 1H) 131,00 (C)
5 7,18-7,15 (m, 1H) 119,78 (CH)
6 153,65 (C)
NH 8,79 (s, 1H)

NH, 5,28 (s, 2H)
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Dados do Espectro de Massas:

EM: m/z= 278 (M™, 19%); 199 (100%); 171 (57%); 154 (10%).
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Espectro 8. Espectro de massas da nimesulida reduzida (7).
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Piperina (4).

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

vC-H (Csp?) = 3008 (estiramento de C-H de sistema aromatico);

vC-H (Csp®) = 2940-2858 (estiramento de metilenos do anel piperidinico);

v(C=0) =1633 (estiramento da carbonila de amida conjugada);

vC=C (Csp?) = 1583-1490 (vibracao da ligacdo C=C do esqueleto aromético);

8C-H (Csp®) = 929 (deformacéo angular de C-H para H isolado no sistema aromatico);
8C-H (Csp?) = 846 (deformacéo angular de C-H para 2H no sistema aromatico).
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Espectro 9. Espectro de 1V da piperina (4).
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Piperina (4).

Tabela 12. Deslocamento quimico (8) de *H e **C para a piperina (4).

Posicéo 8 'H (ppm) 3 *C (ppm)
1 131,02 (C)
2 6,99 (d, 1H) 105,66 (CH)
3 148,20 (C)
4 148,20 (C)
5 6,80 — 6,74 (m, 1H) 108,49 (CH)
6 6,89 (d, 1H) 122,51 (CH)
c=0 165,42 (C)
P 3,65-3,54 (M, 2H) 46,92 (CH,)
2 1,69 — 1,57 (m, 2H) 24,67 (CHy)
3 1,69 — 1,57 (m, 2H) 25,63 (CH,)
4 1,69 — 1,57 (m, 2H) 26,74 (CHy)
5° 3,65-3,54 (M, 2H) 43,24 (CH,)
o 6,47-6,43 (d, 1H) 120,08 (CH)
B 7,44-7,28 (m, 1H) 142,47 (CH)
Y 6,80 — 6,74 (m, 1H) 125,37 (CH)
5 6,80 — 6,74 (m, 1H) 138,21 (CH)
OCH,0 5,98 (s, 2H) 101,28 (CHb)
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Dados do Espectro de Massas:

EM: m/z= 285 (M™, 30%); 201 (75%); 173 (25%); 143 (25%); 115 (100%).
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Espectro 12. Espectro de massas da piperina (4).
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Acido piperinico (5).

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

Vo-H = 2918 e 2544 (estiramento O-H banda larga);

v c=o0 = 1673 (estiramento C=0 carbonila de acido conjugada);

ve=c (Csp2) = 1598, 1491 (vibragdo da ligacdo C=C do anel aromatico);
ve-o-c = 1253 (estiramento metilenodioxi);

dc-H (Csp2) = 924 (deformagéo angular nucleo aromatico);

dc-H (Csp2) = 796 (deformacéo angular anel aromético 2H adjacentes).
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Espectro 13. Espectro de IV do &cido piperinico (5).
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Espectro 15. Espectro de RMN **C do &cido piperinico (5).
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Acido piperinico (5).

Tabela 13. Deslocamento quimico (5) de *H e **C para o 4cido piperinico (5).

8 'H (ppm) & ©°C (ppm)
1 130,90 (C)
2 7,19 (sl, 1H) 105,66 (CH)
3 148,62 (C)
4 148,46 (C)
5 6,88-6,87 (d, 1H) 123,06 (CH)
6 7,07-7,05 (m, 1H) 120,58 (CH)
c=0 167,13 (C)
o 6,01-5,98 (d, 1H) 108,35 (CH)
B 7,44-7,39 (m, 1H) 145,01 (CH)
v 6,99 (m, 1H) 139,96 (CH)
8 6,98 (m, 1H) 124,76 (CH)
0

6,05 (sl, 2H)

101,58 (CH,)




Dados do Espectro de Massas:

EM : m/ z= 218 (M*, 25%); 173 (75%); 143 (25%); 115 (100%).
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Espectro 16. Espectro de massas do &cido piperinico (5).
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Hibrido H1.

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

V=0 = 1687 (estiramento C=0 de amida N, N-substituida);

ve=c (Csp2) = 1591 e 1486 (vibragdo da ligagdo C=C do anel aromatico);
dnoz2 = 1355 (deformacéo axial assimétrica e simétrica);

dso2 = 1220 (deformacdo axial assimétrica e simétrica);

ve-o-c = 1253 (estiramento metilenodioxi);

vc-o-c = 1114 (estiramento C-O de éter);

dc-H (Csp2) = 1018 (deformacéo angular fora do plano -CH=CH-);

dc-H (Csp2) = 973 (deformagéo angular ndcleo aromatico);

dc-H (Csp2) = 802 (deformacéo angular anel aromatico 2H adjacentes);

dc-H (Csp2) = 759 e 692 (deformacéo angular anel aromatico 5H adjacentes).

dc-H (Csps) = 516 (deformagéo angular fora do plano CHg).
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Tabela 14. Deslocamento quimico (8) de *H e **C para o hibrido H1.

Posicéo & 'H (ppm) 3 *C (ppm)
131,21 (C)
6,98 (d, 1H) 130,78 (CH)
149,39 (C)
149,21 (C)
7,32-7,28 (d, 1H) 130,78 (CH)
6,98 (d, 1H) 123,78 (CH)
154,00 (C)
7,67 (d, 1H) 133,64 (CH)
8,06 (d, 1H) 143,22 (CH)
4 155,88 (C)
5 7,67 (d, 1H) 148,09 (CH)
6 148,41 (C)
1 7,09 (d, 1H) 108,64 (CH)
2 130,07 (C)
37 7,09 (d,1H) 105,92 (CH)
4 7,46 (dl, 1H) 117,94 (CH)
5 7,67 (d, 1H) 112,16 (CH)
6 7,46 (dI, 1H) 117,72 (CH)
OCH,0 6,01 (s, 2H) 101,56 (CH,)
CHs 3,54 (s, 3H) 42,61 (CH)
o 6,81 (d, 1H) 126,28 (CH)
B 6,63 (d, 1H) 120,28 (CH)
Y 6,94 (d, 1H) 120,28 (CH)
5 5,79-5,77 (d, 1H) 123,85 (CH)
C=0 165,80 (C)
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H2

Dados de infravermelho (pastilha em KBr, cm™):

VN-H = 3265 (estiramento N-H amida secundaria);

V=0 = 1647 (estiramento C=0 de amida N, N-substituida);

dn-1 = 1616 (deformacdo angular simétrica no plano N-H da sulfonamida);
ve=c (Csp2) = 1540, 1504 (vibragdo da ligacdo C=C do anel aromatico);
dso2 = 1324 e 1249 (deformacdo axial assimétrica e simétrica);

ve-o-c = 1249 (estiramento metilenodioxi);

ve-o-c = 1141 (estiramento C-O de éter);

dc-H (Csp2) = 1037 (deformagéo angular fora do plano -CH=CH-);

dc-H (Csp2) = 962 (deformagéo angular ndcleo aromatico);

dc-H (Csp2) = 858(deformacao angular anel aromatico 2H adjacentes);

dc-H (Csp2) = 750 e 692 (deformacéo angular anel aromatico 5H adjacentes).
dc-H (Csps) = 516 (deformagéo angular fora do plano CHg).
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Tabela 15. Deslocamento quimico (8) de *H e **C para o hibrido H2.

3II

4”

Posicéo & 'H (ppm) 8 *C (ppm)
1 148,41 (C)
2 6,93 (s, 1H) 124,90 (CH)
3 131,06 (C)
4 131,06 (C)
5 7,42 (s, 1H) 129,96 (CH)
6 6,91 (s, 1H) 125,70 (CH)
I 156,37 (C)
2 7,52-7,50 (s, 1H) 139,16 (CH)
3’ 7,54 (s, 1H) 141,69 (CH)
4 149,79 (C)
5 138,24 (C)
6 7,44 (s, 1H) 129,96 (CH)
1 138,24 (C)
2 7,11 (s, 1H) 123,93 (CH)
3 7.21 (s, 1H) 124,90 (CH)
47 7,03-7,01 (d, 1H) 123,88 (CH)
5 7,15 (s, 1H) 119,10 (CH)
6 7.13 (s, 1H) 122,83 (CH)
M 7,45 (s, 1H) 109,15 (CH)
B 6,27-6,24 (d, 1H) 108,32 (CH)
Y 6,86-6,85 (d, 1H) 105, 57 (CH)
5 7,39-7,37 (m, 1H) 114,30 (CH)
CH, 6,04 (s, 2H) 101,51 (CHy)
CHs 3,00 (s, 3H) 39,16 (CHs)
c=0 163,91 (C)
NHa 9,43 (s, 1H)

NHb 8,21 (s, 1H)
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CARTA DE SOLICITACAO DOS PARASITOS
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LISTA DAS DOENCAS NEGLIGENCIADAS
BOLBA — infeccgéo bacteriana cronica que afeta principalmente pele e 0sso.

DENGUE - doenca viral transmitida por mosquitos que causa doenca semelhante a gripe.
Ocasionalmente se desenvolve em uma complicacdo letal, conhecida como dengue grave
como as formas hemorragicas .

DOENCA DE CHAGAS - infecgéo transmitida pelo contato com insetos vetores, ingestao
de alimentos contaminados, transfusdo de sangue infectado, transmissdo congénita,
transplante de 6rgdos ou acidentes laboratoriais.

DRACUNCULIASE (DOENCA DO GUINE) — infeccdo por nematddeos, transmitida por
agua potavel contaminada com pulgas de agua infectadas por parasitas.

ESQUITOSSOMOSE - infeccdo de larvas de vermes. A transmissdo ocorre guando as
formas larvais liberadas pelos caramujos de agua doce penetram na pele humana durante o
contato com agua infestada.

EQUINOCOCOSE - infeccdo causada por estagios larvais de ténias, formando cistos
patogénicos. Transmitido aos seres humanos por meio da ingestdo de ovos colocados em
fezes de cées e animais selvagens.

FILARIOSE LINFATICA (ELEFANTIASE) - infeccdo transmitida por mosquitos que
causa aumento anormal de membros e genitais de vermes adultos habitando e se
reproduzindo no sistema linfatico.

HANSENIASE (LEPRA) — causada pela infeccdo principalmente da pele, nervos
periféricos, mucosa do trato respiratorio superior e olhos.

HELMINTIASE — grupo de infeccbes de helmintos intestinais transmitidas por meio de
solo contaminado por fezes humanas.

LEISHMANIOSE - transmitida por meio de picadas de flebotomineos infectados. Em sua
forma mais severa (visceral), ataca os 0rgdos internos. A forma mais prevalente (cutanea)
causa Ulceras faciais, cicatrizes desfigurantes e incapacidade.

MICETOMA - debilitante e incapacitante infeccdo bacteriana/fungica da pele,
provavelmente causada pela inoculacdo de fungos ou bactérias no tecido subcutaneo.

ONCOCERCOSE - doenca parasitaria dos olhos e da pele, transmitida pela picada de
mosquitos pretos infectados. Causa coceira intensa e lesdes oculares, levando a deficiéncia
visual e cegueira permanente.

RAIVA — doenca viral transmitida aos seres humanos por meio da mordedura de cées
infectados. Invariavelmente fatal quando os sintomas se desenvolvem.
173



TENIASE e NEUROCISTICERCOSE - infeccdo por ténias adultas em intestinos
humanos; a cisticercose ocorre quando os seres humanos ingerem ovos de ténia que se
desenvolvem como larvas nos tecidos.

TRACOMA - infeccdo transmitida por contato direto com os olhos ou secrecdo nasal.
Causa opacidades corneanas irreversiveis e cegueira.

TREMATODIASE — infeccdo adquirida pelo consumo de peixe, vegetais e crustaceos
contaminados com larvas parasitas.

TRIPANOSOMIASE AFRICANA (DOENCA DO SONO) — propagada por picadas de
moscas tsé-tse. Quase 100% fatal sem diagnostico e tratamento imediatos.

ULCERA DE BURULLI - infec¢do debilitante que causa destruicdo grave da pele, dos 0ssos
e dos tecidos moles.

Fonte: Organizacdo Mundial da Satde — Organizacdo Pan-Americana da Saude. Disponivel
em: https://www.paho.org. Acesso em 08-08-2019.
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ESTRATEGIAS NO DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS.

Farmacos reformulados. Medicamentos reformulados sdo os que possuem caracteristicas
alteradas, apenas o suficiente, para obterem protecdo adicional de patente e aprovacao no
FDA como NDA (do inglés New Drug Application), mantendo as propriedades dos testes
clinicos anteriores. Trata-se de uma estratégia mercadoldgica para expandir o tempo de
vida de uma patente, com garantia exclusiva de dados. Os pacientes sdo migrados para a
nova formulacdo protegida por patente, substituindo a administracdo via cutanea por via
oral, por exemplo. Informac&o disponivel em:
https://www.biosimilardevelopment.com/doc/the-impact-of-reformulation-strategies-on-
pharmaceuticals-biologics-0001. Acesso em 10-07-20109.

Sob licenca. Medicamentos licenciados sdo os obtidos pela celebragéo de acordos bilaterais
pela industria, mediante aquisicdo de licenca da parte desenvolvedora (parte licenciante)
para a sua fabricacdo e comercializacdo pela parte licenciada, numa contrapartida
mercadoldgica vantajosa para ambas as corporac@es. Informacéao disponivel em
https://investingnews.com/daily/life-science-investing/pharmaceutical-investing/what-is-in-
licensing/ Acesso em 10-07-2019.

“De novo”. Aqueles fa&rmacos que chegaram a estagios clinicos avancados (fase I11), mas
que obtiveram eficdcia insatisfatoria, retomam testes diferentes para identificacdo de
biomarcadores a novos alvos terapéuticos, de forma que, o candidato a farmaco “de novo”
passa por mais ensaios clinicos. Informacéo disponivel em:
https://www.pharmaguideline.com/2019/05/abbreviated-new-drug-application-anda.html.
Acesso em 11-07-20109.

Pequenos mercados. Constituem pequenos mercados os que atendem a doencas raras (as
que afetam 1 em 2000 habitantes) ou aquelas incidentes em paises sub-desenvolvidos, por
exemplo. Muitas vezes, medidas regulatorias sdo elaboradas para melhorar o retorno
financeiro aos desenvolvedores dos farmacos utilizados, conferindo-lhes o status de
“medicamentos orfaos”, pois em condi¢des normais, a industria ficaria deficitaria para a sua
producdo. Informacao disponivel em:
https://www.eurordis.org/pt-pt/content/o-que-e-um-medicamento-orfao

Acesso em 10-07-2019.
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RESUMO A doenga de Chagas ¢ uma deenga parasitaria causada pelo Irypancsoma gruzi
com risco a vida de varios seres humanos, principalmente no continente americano. Apesar
dos muitos esforcos de pesguisa, ainda nio existem novos compostos em ensaios clinicos
para o tratamento da doenga. Por isso, a abordagem de reposicionamento de farmacos para
o tratamento da doenga de Chagas & particularmente atrasnte, wma vez que nido ha

investimentos significativos no desenvolvimento de novas substincias nesse campo.
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