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RESUMO

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase
americana, afeta cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo, com
aproximadamente 70 milhdes de pessoas em areas de risco. Causada pelo
parasita Trypanosoma cruzi, a DC é um problema de saude publica, ocorrendo
do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina. Considerando a falta de
terapia eficaz e segura para o tratamento da DC, e baseado em um efeito letal
do farmaco anti-hipertensivo manidipino, aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA), este farmaco foi avaliado in vitro contra as formas
tripomastigotas (extracelulares) e amastigotas (intracelulares) de Trypanosoma
cruzi. O perfil bioenergético de tripomastigotas de T. cruzi foi estudado na
presenca do farmaco manidipino, utilizando ensaios fluorimétricos e
luminescentes. O manidipino mostrou uma elevada atividade antiparasitaria,
com valores de CEso de 0,1 uM em amastigotas intracelulares, e 3 yM em
tripomastigotas, resultando em um indice de seletividade em formas
amastigotas intracelulares promissor de > 2.000. Utilizando analise por
citometria de fluxo, o farmaco mostrou despolarizacdo do potencial elétrico da
membrana plasmatica, sem alteracdo da permeabilidade. Uma diminuicdo dos
niveis de ATP sugeriu uma alteracdo bioenergética da mitocéndria, o que foi
confirmado pela despolarizacdo do potencial da membrana mitocondrial e
aumento dos niveis de ROS. Logo, o farmaco anti-hipertensivo manidipino
mostrou pela primeira vez uma efetividade in vitro promissora contra T. cruzi e
pode representar um bom candidato para futuras investigacdées em modelos

animais.

Palavra-chave: manidipino; bloqueador de canais de calcio; reposicionamento
de farmacos; Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Chagas Disease (CD), also known as American trypanosomiasis affects about 6
to 7 million people worldwide, with approximately 70 million people in risk areas.
Caused by the parasite Trypanosoma cruzi, CD is a public health problem,
occurring from the southern United States to northern Argentina. Considering
the lack of effective and safe therapy for the treatment of CD, and based on a
specific biochemical effect of a approved drug by Food and Drug Administration
(FDA), the antihypertensive drug manidipine was in vitro evaluated against the
trypomastigotes (extracellular) and intracellular (amastigotes) of Trypanosoma
cruzi. The bioenergetics of trypomastigotes was studied in the presence of the
drug using fluorimetric and luminescent assays. Manidipine showed a potent
antiparasitic activity, with ICso values of 0.1 yM (intracellular amastigotes) and 3
MM (trypomastigotes), resulting in a promising selectivity index against
intracellular amastigotes (>2.000). Using flow cytometry analysis, the drug
showed depolarization of electric potential of the plasma membrane, with no
alteration of the permeability. A decrease of the ATP levels suggested a
bioenergetics alteration of the mitochondria, which was confirmed by
depolarization of the mitochondrial membrane potential and increased levels of
ROS. The antihypertensive manidipine showed for the first time a promising in
vitro effectiveness against T. cruzi and may represent a candidate for future

investigations in animal models.

Keywords: manidipine, calcium channel blocker, drug repositioning;

Trypanosoma cruzi.
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1- INTRODUCAO
1.1- Doencas Negligenciadas
Desenvolvendo-se em climas quentes e umidos, as doencas tropicais

negligenciadas, geralmente endémicas em populacbes de baixa renda e
causadas por agentes infecciosos ou parasitas, atingem cerca de 1,4 bilhdes de
pessoas, gerando um forte impacto na economia e problemas a Saude Publica.
Aliado ao desinteresse do setor farmacéutico privado em desenvolver novas
terapias, a pobreza e precariedade do atendimento clinico geram dificuldades
para acOes efetivas de tratamento e erradicacdo dessas doencas (Croft &
Olliaro, 2011). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 18 doencas
encontram-se priorizadas, incluindo a doenga de Chagas (DC) (WHO, 2020).

1.2- Doenca de Chagas

1.2.1- Historico

Também conhecida como tripanossomiase americana, a doenca de
Chagas recebeu esse nome em homenagem ao pesquisador brasileiro Carlos
Chagas, seu descobridor. E uma doenca parasitaria, descoberta em 1909,
decorrente da infec¢cdo pelo Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado,
que apresenta insetos triatomineos como vetores (FioCruz, 2017).

A DC originou-se das mudancas de habitos das populagbes desde o
periodo pré-histérico, cerca de seis mil anos atras, quando passaram a
trabalhar com agricultura e domesticar animais. (Ferreira et al., 2011). Dados
esses confirmados pela paleoparasitologia e biologia molecular (Aufderheide et
al., 2004; Lima et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Araujo et al., 2009).

1.2.2- Epidemiologia

Em termos de distribuicdo global, encontrada em areas endémicas de 21
paises da América Latina (Figura 1), a DC atinge de 6 a 7 milh6es de pessoas
na América Latina, com 70 milh6es em risco de contrair a doenca,

apresentando por volta de 14.000 mortes registradas por ano (DNDi América
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Latina). No Brasil, cerca de 2-3, milhdes de pessoas estao infectadas, com uma
taxa de mortalidade anual de aproximadamente 6.000 individuos (DNDi

América Latina).

<

._," X " .._ ke
> @ Endémica

J - -

) Nao endémica mas presente

Figura 1- Distribuicdo mundial de areas endémicas e ndo endémicas para

doenca de Chagas. Fonte: DNDi América Latina.

No territorio brasileiro, no periodo entre 2005 e 2013, 112 surtos foram
identificados, sendo 35 abrangendo municipios da Regido Amazénica (Figura
2). Foi observado a ingestdo de alimentos como acai (Euterpe oleracea),
bacaba (Oenocarpus bacaba), caldo de cana (Saccharum officinarum) e babacu
(Attalea ssp.) contaminados com T. cruzi como a fonte mais provavel de
infeccdo. Grande parte dos surtos foram encontrados nos estados do Para
75,9% (85) e Amapa 12,5% (14) e, em menores proporcdes, nos estados do
Amazonas 4,5% (5), Tocantins 1,8% (2) e Bahia 1,8% (2) (Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2015).
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Figura 2- Distribuicdo dos surtos de doenca de Chagas aguda ocorridos no
Brasil, em destaque para Regido Amazonica de 2005 a 2013. Fonte: Secretaria de

Vigilancia em Saude, 2015.

Em relacdo ao controle vetorial, é interessante mencionar que de 2007 a
2011, 770.000 triatomineos foram registrados e capturados por meio da
vigilancia entomoldgica dos estados (Figura 3), permitindo a percep¢do da

incidéncia de novos casos.
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Figura 3- Distribuicdo quantitativa de triatomineos capturados nos municipios
de 2007 a 2011. Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, 2015.

Milhdes de individuos na América Latina, América do Norte e também em
paises da Europa foram ou estdo sendo afetados pela DC, de acordo com a
OMS. Ainda, segunda a mesma, iSSO ocorre em razao da migracao destes
individuos a procura de melhores condicbes de vida (FioCruz, 2017).
Consequentemente, € significativo evidenciar que a DC também retrata um
intenso desafio para paises ndo endémicos por diferentes razbes, seja pelo
desconhecimento da infeccdo em meio as populacdes imigrantes, ou pelo
motivo de os servicos de salude ndo serem aptos para administrar a mesma
(Schmunis, 2007). Com tudo isso, fica evidente que dificuldades existem e,
esforcos globais se fazem necessarios no sentido de adquirir servicos
especializados, infraestrutura e méo de obra adequadas para o enfrentamento

da DC (Schmunis, 2007; Tanowitz et al., 2011).
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1.2.3- Vetores

Sabe-se que o controle vetorial € uma estratégia fundamental para a
minimizacdo da transmissao da DC, uma vez que um tratamento terapéutico
eficiente apresenta grandes limitagdes. Os insetos triatomineos, hematé6fagos,
conhecidos popularmente como barbeiros, pertencentes a ordem Hemiptera,
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, sdo os grandes vetores da doenca.
Existe um vasto nimero de espécies desses insetos, entre as quais varias
apresentam capacidade de transmissdo. No entanto, a principal espécie

relacionada a DC no Brasil é o Triatoma infestans (Figura 4) (FioCruz, 2017).

d

Figura 4- Morfologia do Triatoma infestans. Fonte: Fundacido Oswaldo
Cruz, 2013.

Os triatomineos s@o encontrados em varios estados florestais, e no
Brasil, de 140 espécies conhecidas, 69 foram identificadas. Originalmente,
tatus, gambdas e outros roedores que também tinham como habitat ambientes
silvestres, eram reservatérios desses insetos. No entanto, eles foram obrigados
a migrar para pequenos vilarejos desfavorecidos economicamente em busca
por possiveis novos habitats, devido a devastacdo das matas e erradicacdo de
seus hospedeiros originais. Depois que 0s insetos ja estdo em area urbana,
mamiferos domeésticos como cées e gatos passam a atuar como Seus Novos
reservatorios (Ministério da Saude, 2009).

Em relacdo ao controle vetorial, tem-se obtido um avancgo consideravel.
No entanto, tal estratégia ndo exclui o fato de que ainda existem desafios a
serem superados, sejam eles relacionados a capacidade de adaptacdo dos
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triatomineos as mudancas ambientais e seu monitoramento de resisténcia aos
inseticidas empregados em seu controle (Wanderley et al.,, 2010, da Silva et
al., 2011), como relacionados ao aumento de casos da doenca por via oral
(FioCruz, 2017).

1.2.4 — Agente Etiologico

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da DC, pertence a ordem
Kinetoplatida, familia Trypanosomatidae Kent e género Trypanosoma. E dentre
as caracteristicas do parasita, observa-se, ndcleo, Unica mitocéndria,
cinetoplasto, compartimento localizado na mitocdndria onde contém o material
gentético do parasita, e flagelo (Telleria et al., 2006). Podendo apresentar 3

formas evolutivas distintas:

Tripomastigota: esta forma evolutiva apresenta formato alongado, com
a presenca de flagelo vindo da bolsa flagelar na regido posterior, que se fixa ao
longo do corpo e fica livre na regido anterior, apresenta também cinetoplasto
localizado na regido posterior ao nucleo (Figura 5). E considerado a forma
infectante do parasita, e pode ser detectado tanto no espaco intercelular dos
hospedeiros, quanto no inseto vetor (reto, fracdo posterior do intestino), no

sangue e nas culturas de células infectadas (FioCruz,2017).
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Figura 5- Formas tripomastigotas metaciclicas do Trypanosoma cruzi. Fonte:

Fundacéo Oswaldo Cruz, 2017.
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Amastigota: apresenta formato arredondado, com a presenca de um
flagelo curto vindo da bolsa flagelar, e cinetoplasto em formato de bastdo na
porcdo anterior do nucleo (Figura 6). E a forma intracelular do parasita, que
pode ser vista em cultivo axénico, ou em células de hospedeiros infectados
(FioCruz, 2017).
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Figura 6 — Formas amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi no interior de
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Fonte: Original de Isabela Teresa
Santos Corréa, 2019.

Epimastigota: apresenta formato alongado, com a presenca do flagelo
vindo da bolsa flagelar e livre na por¢cédo anterior. O cinetoplasto € também em
formato de bastdo, visto anterior ao nucleo (Figura 7). Tal forma pode ser
detectada no cultivo axénico, ou no tubo digestivo do inseto vetor (FioCruz,
2017).
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Figura 7 — Formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi. Fonte: Fundagdo Oswaldo Cruz,
2017.

1.2.5- Ciclo Biolégico

O ciclo de vida do T. cruzi € caracterizado como sendo um ciclo
heter6xeno (exibe mais de um hospedeiro), envolvendo quatro estagios
morfologicos distintos (tripomastigotas metaciclicos, amastigotas intracelulares,
tripomastigotas sanguineos e epimastigotas) (Figura 8) (Tyler & Engman,
2001).
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Figura 8- Ciclo de transmissédo do T. cruzi. Fonte: Adaptado de Center for Disease

Control and Prevention, 2019.

A transmissdo acontece quando o triatomineo infectado com T. cruzi, ao
realizar o repasto sanguineo em um hospedeiro ndo-infectado, defeca préximo
a picada, devido a pressao do trato digestorio, liberando as formas infectantes
(tripomastigotas metaciclicos), que por sua vez penetram pela lesdo da picada
ou por membranas mucosas (Chagas, 1933; Brener et al., 2000), uma vez que,
ao cocar a regido da picada, o individuo desloca o parasita para a circulacéo
sanguinea (Rey, 2001). No hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas
de T. cruzi invadem diferentes tipos celulares nucleados, com o recrutamento
de lisossomos da célula do hospedeiro. Os lisossomos envolvem o parasita em
um vacuolo, os fagolisossomos, que por fim os digerem. As formas
tripomastigotas que conseguem escapar para 0 citosol se diferenciam em
amastigotas intracelulares, que se multiplicam e diferenciam em tripomastigotas
sanguineos, sendo liberados pela célula infectada no sangue, e disseminando a

infeccdo pelo organismo (Burleigh & Andrews, 1995). Com o tripomastigota
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sanguineo liberado no sangue do hospedeiro vertebrado, o triatomineo se
alimenta e ainda em seu organismo acontece a diferenciacdo em epimastigotas,
que se aderem as membranas perimicroviliares das células intestinais, e se
multiplicam por divisdo binaria. Essas formas por sua vez, se transformam nas
infectantes tripomastigotas metaciclicas, no intestino posterior do inseto, que se
acumulam na parede retal do vetor e sédo transmitidas ao hospedeiro ao picar e
defecar, reiniciando o ciclo (Bonaldo et al., 1988; Tyler & Engman, 2001).

E importante destacar outras crescentes formas de transmissdo como a
oral, por ingestdo de alimentos contaminados por triatomineos e/ou seus
dejetos, transmissao congénita, amamentacdo e via transfusional, assim como
as formas de transmissdo excepcionais como, acidentes em laboratério, por
transplantes de 6rgdos, e sexual (Brener et al., 2000; Dias, 2006). Exemplos
referente a transmissdo da doenca foram observados, e dentre eles, mais
especificamente sobre a ingestdo de alimentos contaminados, tém-se que, em
2005, em Santa Catarina, casos relacionados ao consumo de caldo de cana
foram identificados (Stendel et al., 2005), com 24 pessoas infectadas, e trés
mortes. Ja em relacdo ao consumo de acai contaminado, notificou-se que no
Para, em 2006, 178 casos foram encontrados, sendo 11 confirmados. E em
2010, na regido Amazobnica, 17 casos foram comprovados (Souza-Lima et al.,
2013).

1.2.6- Patogenia

A DC é caracterizada por diferentes fases, que por sua vez abrangem
uma série de sintomas diferentes, seja devido as respostas do hospedeiro, ou a
heterogeneidade do parasita (Junqueira et al.,, 2010). Manifestacoes
neuroldgicas, cardiomiopatia e/ou megassindromes digestivas se desenvolvem
em 30% a 40% dos atingidos (Rassi et al., 2010).

As etapas principais da doenca sdo conhecidas como aguda e cronica, e
o periodo de incubacgéo do T. cruzi pode variar de 3 a 112 dias, dependendo do

modo de infec¢ao (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012).
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1.2.6.1- Fase Aguda

A fase aguda é geralmente assintomatica ou oligossintomética, tem a
duracdo de 4 a 8 semanas, e uma caracteristica predominante nesta fase é a
presenca do parasita circulante na corrente sanguinea. Foi evidenciado que tal
infeccdo nesta fase aguda pode sim estar associada a sintomas como anemia,
hipoplasia da medula éssea, trombocitopenia e leucopenia (Pereira & Navarro,
2013). Assim como febre prolongada, mal-estar, hepato e/ou
esplenomegalia e linfadenomegalia na regido da picada (sinal de
Romafia ou chagoma de inoculagdo) também séo observados (Rassi et al.,
2010) (Figura 9).

ok W

Figura 9- Pacientes apresentando sintomas referente a doenga de Chagas aguda. A-
sinal de Romand, B- chagoma de inoculacdo cutanea. Fonte: Fundacdo Oswaldo Cruz,
2013.

Ainda em relacdo a fase aguda da doenca, de 2005 a 2009 foram
identificados 455 casos no Brasil, sendo 389 (85,5%) na regido norte do pais,
310 (68,1%) no Para e 29 (6,3%) no estado do Amazonas (Monteiro et al.,
2010), com taxa de mortalidade variando de 5 a 10%, envolvendo criangas que

geralmente morrem de miocardite e/ou mieloencefalite (Murcia et al., 2013).
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1.2.6.2- Fase Cronica

Ja a fase cronica da doenca, se caracteriza pela baixa incidéncia de
parasitas circulantes na corrente sanguinea e pode se manifestar nas formas
indeterminada, cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva. Aproximadamente 60%
dos pacientes ndo manifestam sintomatologia significativa do panorama clinico
durante o periodo crénico, nem resultados incomuns no eletrocardiograma
(ECG), no estudo radiolégico de torax, esdfago e célon, os quais sdo indicados
como O mais promissor prognostico clinico para o0s pacientes nessa
circunstancia, dado que ndo ha engajamento cardiaco ou digestivo, sendo
capaz de perdurar muitos anos (Soares-Sobrinho et al., 2007; Pereira e
Navarro, 2013). Tal caso é determinado pela forma indeterminada da doenca.

Porém, cerca de 40% dos pacientes progridem para a condi¢do cardiaca
e/ou digestiva (Soares-Sobrinho et al., 2007; Sathler-Avelar et al.,2009). Na
maior parte dos casos a forma cardiaca esta presente, a qual é caracterizada
por infiltrado inflamatorio, morte celular e fibrose intersticial que ocasionam em
distarbios do sistema de conducédo cardiaco, arritmia ventricular e miocardite,
além de disturbios microvasculares que podem suceder em morte suUbita
(Coura, 2009).

JA4 a forma digestiva refere-se a menor parte dos casos,
aproximadamente 10%, e normalmente tem como desfecho a dilatagdo do trato
gastrointestinal, que constantemente progride para mega coélon (constipacao
cronica, dor abdominal e obstrucdo) ou megaeséfago (disfagia, dor no peito e
regurgitacdo) (Lescure et al.,, 2010). O megaesbfago no que |lhe concerne é
capaz de estar ligado as variac6es no transito intestinal, que se torna cada vez
mais devagar, levando a hipertrofia muscular e em casos mais intensificados, a

dilatacdo do 6rgéo (Rey, 2008).

1.2.7- Tratamento

O tratamento da DC anda ¢é um desafio, uma vez

gue os medicamentos utilizados na clinica apresentam elevada taxa de falha
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terapéutica, como o alto nivel de toxicidade e longos periodos de tratamento.

Atualmente, a quimioterapia da DC compreende apenas dois
farmacos: benznidazol e nifurtimox, sendo apenas o benznidazol aprovado para
uso no Brasil (Soares-Sobrinho et al., 2007, Bahia et al., 2012).

1.2.7.1 - Nifurtimox

O derivado nitrofuranico nifurtimox (3-metil-4-(5’-nitrofurfurilidenoamino)-
tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido), comercializado como Lampit® (ndo
utilizado no Brasil), exibe atividade tanto contra as formas tripomastigotas,
guanto contra amastigotas intracelulares (Coura et al., 2002). Seu mecanismo
de acéo consiste na inibicdo da capacidade do T. cruzi em eliminar radicais
livres através da geracdo de um nitro-anion na presenca de oxigénio (Apt &
Zulantay, 2011) (Figura 10).
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Figura 10- Estrutura quimica do nifurtimox. Fonte: Drugbank, 2020.

No Brasil, a partir da década de 80, em consequéncia dos efeitos
colaterais, como anorexia, alteracdes psiquicas, excitabilidade, sonoléncia,
perda de peso, e complicacbes digestivas (nauseas, coOlicas intestinais e
diarréria) o medicamento teve sua venda suspensa (Soares Sobrinho et al.,
2007; Oliveira et al., 2008; Marin-Neto et al., 2009).
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1.2.7.2- Benznidazol

O benznidazol por sua vez, age inibindo a sintese de proteinas e de
RNA tanto das formas extracelulares quanto intracelulares, provocando a
degradacdo de macromoléculas (Maya et al., 2006; Oliveira et al., 2008). O
farmaco é um nitroimidazol, que se apresentou mais decisivo e confiavel que o
nifurtimox contra formas tripomastigotas do parasita (Coura et al., 2002) (Figura
11).

Figura 11- Estrutura quimica do benznidazol. Fonte: DruBank, 2020.

A farmacocinética avaliada em modelo experimental do farmaco
benznidazol sugere quase total biodisponibilidade quando administrado por via
oral, com meia-vida plasmatica variando de 2-2,5 horas (Perin et al., 2017).
ApOs a absorcéo, o farmaco se distribui amplamente nos tecidos, incluindo o
tecido da placenta e do feto, em niveis semelhantes aos do sangue circulante.
E em relacdo as vias metabdlicas e de excrecdo ndo ha dados elucidados
(FDA, 2016).

Por sua vez, o perfil farmacologico e toxicologico ndo clinico do
benznidazol aborda preocupagdes que incluem efeito como carcinogenicidade,
teratogenicidade, efeitos na fertiidade masculina, gravidez feminina e
genotoxicidade (mutagenicidade e clastogenicidade positivas) (de Toranzo et
al., 1984; Gorla & Castro, 1985; Ferreira et al., 1986; Teixeira et al., 1994). Tais

efeitos podem ser parcialmente impulsionados por espécies reativas de
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oxigénio decorrentes da reducdo do grupo nitro a um grupo amino que estéo
presentes em organismos de mamiferos (Campos et al., 2014).

No periodo de 2004 a 2011, foi conduzido um amplo estudo clinico
(BENEFIT) para avaliagdo da eficacia do benznidazol em cinco paises com
2.854 pacientes. Neste estudo concluiu-se que apesar de efetivo na fase aguda
da doenca, reduzindo a parasitemia, o benznidazol ndo previne danos
cardiacos (Morillo et al., 2015).

Frente & problematica aqui apresentada, a DC conta com um arsenal
terapéutico extremamente limitado, falho e altamente toxico, sendo assim a

introducdo de novas terapias para esta doenca € essencial.

1.3 Pesquisa de Novas Quimioterapias

Universidades e institutos de pesquisa tém empregado esfor¢cos para o
desenvolvimento de novas terapias para doencas negligenciadas.

Considerando toda problematica ja abordada, estudos mostram
promissores resultados para DC, relacionando derivados do triazol (inibidores
da biossintese do ergosterol), como ravuconazol (Lescure et al., 2010),
amidinas (Soeiro et al., 2013), azois (Buckner et al., 2012), amiodaronas (Veiga-
Santos et al., 2012), derivados da naftoquinona naturais e megazois (Soeiro et
al., 2011), bem como blogueadores de canais de calcio (Reimao et al., 2011).
Porém, clinicamente compostos eficazes ainda permanecem indescritiveis.

A partir disso, o Drugs for Neglected Disease initiave (DNDi) advertiu
sobre a importancia da busca urgente por novas terapias (Pecoul et al., 2016), e
apesar dos avancos na identificacdo de novos candidatos a farmacos
contra a doenca , a proposta terapéutica manteve-se a mesma e até hoje nao
existe nenhum tratamento eficaz para os pacientes em fase crénica (Pereira &
Navarro, 2013).
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1.3.1- Reposicionamento de Farmacos

O reposicionamento de farmacos € a estratégia que visa encontrar um
novo uso para um farmaco j& aprovado ou que teve sua pesquisa
descontinuada. Tal estratégia esta se tornando cada vez mais aplicavel no setor
publico-privado, uma vez que busca diminuir o tempo e custo na pesquisa e
desenvolvimento de farmacos (O'Connor & Roth, 2005).

O reposicionamento engloba diferentes op¢des tecnoldgicas existentes, e
dentre elas a combinacgéo de farmacos, novas indicagfes e formas terapéuticas,
novas posologias e vias de administracdo. Tecnologias essas que vém sendo
bastante utilizadas, uma vez que o0 desenvolvimento de um produto
farmacéutico ndo se encontra apenas em meio a descoberta de um novo
composto, mas também ao estudo de moléculas existentes (Padhy & Gupta,
2011). Sabe-se que a descoberta de um novo composto esta atrelada ao
ineditismo, elevados investimentos e longo periodo de pesquisa, mas o estudo
de moléculas existentes permite além de menor custo e tempo de pesquisa, a
modificacdo ou expansao do ciclo de vida de medicamentos ja consolidados no
mercado (Padhy & Gupta, 2011).

Em geral, cada vez mais farmacos estdo sendo reposicionados para 0s
mais diversos fins (Tabela 1). JA em relacdo as doencas negligenciadas,
estudos recentes publicados por nosso grupo tém demonstrado a potencial
aplicacdo de diferentes farmacos na terapéutica dessas doencas.
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Tabela 1- Lista de farmacos reposicionados e ano de aprovacéo (Novac, 2013).

Farmaco Indicacado Original Indicacéao de Ano*
Reposicionamento
Anfetamina  Estimulante Hipercinesia em criangas 1943
(transtorno do déficit de atencéo
com hiperatividade TDAH)
Alopurinol Sindrome de lise Gota 1967
tumoral
Zidovudina  Cancer HIV/AIDS 1985
Minoxidil Hipertenséo Alopecia 1988
Bupropiona Depressédo Tabagismo 1997
Sibutramina Depresséao Obesidade 1997
Finasterida  Hiperplasia benigna  Alopecia 1997
da prostata
Metotrexato Cancer Artrite reumatoide 1999
Fluoxetina Depresséo Transtorno disférico pre- 2000
menstrual
Atomoxetina Mal de Parkinson Déficit de atencao e 2002
hiperatividade
Talidomida  Enjoo matinal Mieloma multiplo 2003
Cymbalta Depresséo Neuropatia periférica diabética 2004
Topiramato  Epilepsia Enxaqueca 2004
Paclitaxel Céancer Reestenose 2004
Sildenafil Angina Disfuncao erétil 2005
Lumigan Glaucoma Hipotricose simples 2009
Dapoxetine  Analgesia e Ejaculacao precoce 2009
depressao
Fentolamina Hipertensdo Revertor anestésico dental 2009
Lidocaina Anestesia local Arritmia 2010
Mifepristone Interrupcéo da Sindrome de Cushing 2012

gravidez

*Ano da primeira aprovagao nas novas indicagoes

Observa-se que alguns bloqueadores de canais de calcio (BCC) tém

demonstrado atividade antiprotozoaria, com interferéncia na mitocondria Unica

de parasitas Leishmania. A nimodipina, um BCC, indicado para prevenir e tratar

danos causados por

isquemia cerebral,

apresentou atividade contra
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promastigota e amastigotas de Leishmania, com CEso de 81,2 e 21,5 uM
respectivamente, causando tanto dano mitocondrial quanto na membrana
plasmética (Tempone et al., 2007). Outro farmaco BCC, o bepridil, usado como
agente anti-hipertensivo, demonstrou atividade contra promastigota e
amastigotas de Leishmania, com CEso de 3,81 e 21,55 pM respectivamente
(Reimdo et al., 2011). Esses farmacos mostraram-se como potenciais
candidatos a agentes antileishmania, podendo ser explorados como compostos
lideres e prototipos de farmacos, ressaltando ainda mais a necessidade de
avaliacao tanto de outros farmacos BCC, quanto outras patologias causadas

por diferentes tripanossomatideos, como a DC.

1.3.1.1 Manidipino

Os farmacos BCC, particularmente os agentes do grupo 1,4-
dihidropiridina, exibem eficacia e seguranca anti-hipertensivas, além de
demonstrarem uma reducdo na morbidade e mortalidade por doencas
cardiovasculares e acidente vascular cerebral (Kostis, 2003).

Manidipino (Figura 12), um BCC, derivado do grupo 1,4-dihidropiridina,
de terceira geracao, € um medicamento anti-hipertensivo eficaz e bem tolerado
para hipertensdo leve a moderada, em pacientes hipertensos e com
comorbidades, como diabetes mellitus tipo 2 e / ou insuficiéncia renal (Kostis,
2003). O farmaco dilata arteriolas renais eferentes e aferentes, demonstrando
efeitos renais benéficos néo relacionados ao efeito anti-hipertensivo (McKeage,
2004).
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Figura 12- Estrutura quimica do farmaco manidipino. Fonte: DrugBank, 2020.

Em relacé@o as propriedades farmacolégicas, o farmaco manidipino, inibe
os canais de célcio dos tipos L (de longa acdo da corrente elétrica produzida
pela entrada de calcio para dentro da célula) e T (caracterizado pela corrente
elétrica transitoria e de menor voltagem) nas células do musculo liso, resultando
em vasodilatacdo periférica e pressdo arterial reduzida (Watanabe, 2003).

Estudos mostram que em pacientes hipertensos, o inicio da inibicdo do
fluxo de célcio € gradual e mantido por longos periodos, com efeitos de 24
horas de intervalo (McKeage, 2004). E altamente seletivo para a vasculatura e
possui acdo cardiodepressora desprezivel (Kostis, 2003). Também em
pacientes hipertensos, seu uso com dosagens recomendadas néo rendeu efeito
clinicamente relevante na frequéncia cardiaca ou nos parametros
eletrocardiogréaficos. Além de néo ter afetado significativamente a norepinefrina,

gue sugere falta de ativacdo simpatica (McKeage, 2004).

1.4- Estudo de Mecanismo de Acéo

Independente da estratégia utilizada para o surgimento de novas
qguimioterapias, a compreensdo do mecanismo de agado se faz extremamente
necessaria, seja para identificacdo de novos alvos terapéuticos, ou para a
otimizagdo da poténcia e seletividade, além da exclusédo de possiveis efeitos
adversos (Schenone et al., 2013; Katsuno et al., 2015). Portanto, para que tais

estudos sejam possiveis, destacam-se como pontos principais tanto o
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conhecimento relacionado a biologia do parasita, quanto a identificacdo das

organelas (alvos) que podem ser afetadas.

1.4.1- Membrana Plasmética

A membrana plasmatica vem se tornando um importante alvo potencial
para o desenvolvimento de novos quimioterapicos para tripanossomatideos,
posto que uma inibicdo no gradiente de prétons e consequente formacdo de
poros transmembranais, além da modificacdo da sua permeabilidade, afetam
diretamente o transporte ativo de metabolitos, apresentando entédo funcéo vital
ao hospedeiro ( Morth et al., 2011; Marr et al., 2012).

Desempenhando um importante papel na separagdo entre ambos o0s
ambientes extracelular e intracelular, a membrana plasmatica atua de forma
altamente seletiva e especifica, interligando tais compartimentos de maneira
bastante funcional (FioCruz, 2017). Alguns nutrientes externos e sinais
essenciais para a proliferacéo e atividade celular séo internalizados através de
canais e transportadores, o que gera grandes gradientes eletroquimicos que
levam a formacdo de um potencial negativo no interior da membrana
plasmatica. De acordo com o movimento de ions através da membrana, esse
potencial é alterado e um desequilibrio ibnico pode levar as células a morte
(Franco et al., 2006; Morth et al., 2011; Venkatesh et al., 2017).

Tripanossomatideos como T.cruzi apresentam na membrana plasmatica
uma bicamada lipidica, onde distintas proteinas associam-se em diferentes
graus (FioCruz, 2017). E composta por diversos glicoconjugados
(glicoproteinas, glicolipideos e lipofosfoglicanos), que por sua vez, sédo cobertos
por um glicocélice delgado. E importante mencionar que diversas dessas
moléculas de superficie estdo envolvidas no processo de interacdo do
protozoario com a célula hospedeira, visto que a maioria desses
glicoconjugados séo ligados a membrana por ancoras glicosilfosfatidilinositol
(Morth et al., 2011).
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1.4.2- MitocOndria

Os tripanossomatideos sao caracterizados por apresentar uma
mitocondria Unica e ramificada, que se estende por todo o corpo celular do
parasita. Denominam-se pela classe de Kinetoplastea devido a presenca de
cinetoplasto, uma regido especifica da mitocondria onde esta concentrado o
DNA mitocondrial, que por sua vez € formado por extensa rede de moléculas
circulares interligadas, representando cerca de 30% do DNA total dos
tripanosomatideos (FioCruz, 2017).

A mitocondria (Figura 13) exibe paralelamente uma membrana externa,
constituida por uma barreira de permeabilidade para as moléculas existentes no
citosol e uma membrana interna, composta pelas cristas mitocondriais que sao
pequenas  porcdes invaginadas para 0 interior da  matriz,
onde estao localizados o sistema de elétrons e os transportadores. Por sua vez,
€ na matriz mitocondrial que estdo localizadas as enzimas metabdlicas e o

material genético, situado no cinetoplasto (Heller et al., 2012).

Membrana
Interna

Membrana

Cristas
Mitocondriais

Matriz
Mitocdndrial

Figura 13 - Esquema ilustrativo estrutural da mitocondria. Fonte: Original de LHSC,
2012.

Justamente por ser Unica em tripanossomatideos, a mitocdndria vem se
tornando um importante alvo terapéutico com potencial para o desenvolvimento
de novos farmacos. Dentre suas caracteristicas podemos destacar sua

importancia como o principal local de geracdo de energia quimica, sendo
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responsavel pela maior parte da producao de Adenosina Trifosfato (ATP) que a
célula necessita (Menna-Barreto & Castro, 2014).

A mitocbndria apresenta também algumas importantes propriedades a
serem apontadas. Ainda baseado na produgdo de ATP, produzido pela
membrana interna, (onde sdo encontrados os complexos da cadeia respiratoria,
através de um processo baseado na transferéncia de elétrons com extrusao de
prétons de hidrogénio (H*) meio ao espaco intramembranar), ha a geracao de
um potencial elétrico. Tal potencial elétrico é basicamente a diferenca de
potencial elétrico que existe entre 0s meios intra e extracelular, essencial para
manter o funcionamento da cadeia respiratéria e a sintese de ATP, além do
controle dos niveis de producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e da
homeostase de Ca*?intracelular (Perry et al., 2011).

Em relacdo as espécies reativas de oxigénio (EROs), sua principal
producdo acontece durante a respiracdo mitocondrial, a partir da reducdo de
oxigénio. Espécies como anion superéxido (0O%), peréxido de hidrogénio (H202)
e o radical hidroxila (OH") fazem parte dos processos metabdélicos normais em
todos os organismos aerdbios, logo, a mitocéndria exibe importante fonte
intracelular de EROs, uma vez que do total de Oz consumido, de 1 a 2%
acabam resultando na formacdo de tais espécies (Lejay et al., 2012). As
espécies mencionadas podem desempenhar papéis que envolvem sinalizacao
ou citotoxicidade, mas quando seus niveis excedem a capacidade de
neutralizacdo dos sistemas antioxidantes, ha um desequilibrio denominado
estresse oxidativo, que permite gerar interferéncia nas vias metabolicas e
consequente morte do parasita (Sies, 2014).

Por fim, em relacdo ao Ca?* intramitocondrial, sabe-se que ele é o
gradiente eletroquimico envolvido na ativacdo de enzimas-chave, processos
metabdlicos (atividade cardiaca, coagulacdo do sangue, manutencdo das
membranas celulares, ades&o celular, transmissdo de sinais as células
nervosas, contracdo muscular), e na regulacdo de funcdes musculares e

nervosas (Lejay et al., 2012). No entanto, uma perturbagcdo na concentragcéo
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intracelular deste ion, e a exposicdo prolongada das células a altas
concentracbes de Ca?* podem causar danos pela ativacdo de diversas vias que
sinalizam para a morte celular. Com o aumento no nivel de Ca?* citosélico, a
mitocondria tende a aumentar a sua captacdo, funcionando como um sistema
tampdo. Tal sistema por sua vez apresenta certa limitacdo devido a formacao
de canais de alta condutancia, devido justamente a este aumento de Ca?* acima
de certos limites. Os canais atravessam as membranas mitocondriais,
acarretando a dissipacao do potencial elétrico (Orrenius et al., 2003; Benaim &
Garcia, 2011).

1.5- Bloqueadores de Canais de Calcio

Ca?* tem sido amplamente reconhecido como um elemento essencial em
todos o0s eucariotos (Benaim, 1996; Garcia et al., 2008). Nos
tripanossomatideos, a regulacdo de Ca?* intracelular envolve trés organelas
intracelulares: o reticulo endoplasmatico, a mitocondria e os acidocalcissomos,
sendo a mitocondria e os acidocalcissomos também o0s responsaveis pela
bioenergética do parasita (Patel & Docampo, 2010; Huang et al., 2014).

Atuando em conjunto sempre que ocorre uma alteracdo da concentragcao
de calcio, tais organelas sédo necessarias para a retomada da concentracdo ao
nivel basal citoplasmatico. Assim, esses mecanismos de regulacdo, localizados
na membrana plasmatica, sdo responsaveis pela regulacdo a longo prazo da

concentracdo de calcio (Figura 14) (Benaim & Garcia, 2011).
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Figura 14- Modelo esquematico da regulacdo de Ca?* em tripanossomatideos.

O Ca?" entra na célula através de um canal nao identificado (1) e é expulso para fora
da célula por uma bomba na membrana plasméatica (PMCA) (2), que é estimulada pela
calmodulina (3). No interior da célula, o Ca?" pode ser sequestrado pelo reticulo
endoplasmatico através de uma bomba de Ca-ATPase reticular (4), deixando essa
organela por um canal de Ca?" também nao identificado. A mitocéndria (5) pode
transportar Ca?* com baixa afinidade, por um Ca?* uniporter mitocondrial, energizado
pelo potencial eletroquimico H*. O Ca?" intramitocondrial pode ser administrado ao
citosol por um trocador Ca?*/Na* (ou Ca?'/H*). E finalmente, os acidocalcissomos (6)
podem acumular grandes quantidades de Ca?" pelo PMCA, facilitado pela grande
quantidade de polifosfatos dentro desta organela. Fonte: Benaim & Garcia, 2011.

A interrupcdo da homeostase do Ca?* em qualquer célula, inclusive de
tripanossomatideos humanos, como o T. cruzi, geralmente leva a efeitos letais,
resultando em morte celular por apoptose ou necrose (Zhivotovsky & Orrenius,
2011), seja tal interrupcao referente a qualquer processo visto.

Por meio de interrup¢cdes como a inibicdo seletiva da entrada de célcio
através da membrana celular, ou a liberacdo de célcio em reservatérios
intracelulares, constituem os farmacos da classe bloqueadores de canais de
calcio (BCC). Tais farmacos sao bastante utilizados no tratamento da
hipertensdo e espasmos cerebrovasculares, como agentes protetores do

miocardio e no relaxamento de espasmos uterinos (Abernethy & Schwartz,
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1999), justamente por serem indutores do relaxamento do musculo liso
vascular. Essa classe de farmacos compde trés distintas familias: os derivados
das 1,4-diidropiridinas (como anlodipino, nifedipino, lacidipino e o farmaco
estudado manidipino), o0s benzotiazepinicos (como diltiazen), e as
fenilaquilamidas (como verapamil) (Motro et al., 2001).

Alguns farmacos da classe BCC vém sendo considerados candidatos
com elevado potencial antiparasitario. Estudos de Misra et al, 1991, mostram
gue exemplos como nifepidino e verapamil desenvolveram um papel importante
do célcio durante a infeccdo de novos macrofagos por L. (L.) donovani,
bloqueando a ligacdo de amastigotas aos macréfagos previamente tratados. Do
mesmo modo, Palit & Ali, 2008, relataram atividade in vitro e in vivo de
derivados das 1,4-diidropiridinas anlodipino e lacidipino contra L. (L.) donovani.

1.6- JUSTIFICATIVA

Doencas negligenciadas ndo séo consideradas lucrativas para industrias
farmacéuticas, jA& que o potencial de retorno financeiro é reduzido.
Considerando as limitacdes terapéuticas referente a DC, a busca por novas
terapias se torna de extrema importancia. Por meio do reposicionamento de
farmacos, o anti-hipertensivo manidipino foi investigado quanto a sua acao
contra o anti-Trypanosoma cruzi, visando a obtencdo de um futuro candidato

aos estudos preé-clinicos.
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2-

OBJETIVOS

2.1- Objetivos Gerais:

Estudar a atividade anti-T. cruzi do blogueador de canal de célcio

manidipino em modelo in vitro, nas formas extracelulares e intracelulares do

parasita, bem como seu mecanismo de acéao.

2.2- Objetivos Especificos:

1-

Determinar a concentracdo efetiva 50% in vitro do farmaco por meio de
ensaios fenotipicos, utilizando tripomastigotas e amastigotas
intracelulares de T. cruzi.

Avaliar por meio de ensaios de citotoxicidade em células de mamifero, o
indice de seletividade do farmaco.

Avaliar alteracfes da membrana plasmatica causadas pelo farmaco, por
meio de técnicas espectrofluorimétricas.

3.1 Avaliagéo da Permeabilidade da Membrana Plasmética

3.2 Avaliagdo do Potencial de Membrana Plasmética

Avaliar alteracfes bioenergéticas do T. cruzi por meio de citometria de
fluxo e técnicas espectroluminescentes.

4.1 Avaliacao do Potencial de Membrana Mitocondrial

4.2 Avaliacao dos niveis de Adenosina Trifosfato (ATP)

4.3 Avaliacéo dos niveis de Espécie Reativa de Oxigénio (EROS)
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Reagentes e Farmacos

Os farmacos manidipino (5-O- [2- (4-benzidrilpiperazin-1-il) etil] 3-O-metil
2,6-dimetil-4- (3-nitrofenil) -1,4-di-hidropiridina-3,5 -dicarboxilato), benznidazol,
0S reagentes resazurina e MTT [3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-
tetrazolio brometo] foram adquiridos pela Sigma-Aldrich Brasil. Reagentes como
Sytox® Green, acido bis- (1,3-dimetil tiobarbitdrico) trimetil oxonol (Bisoxonol),
diacetato de 2',7'-diclorodiidrofluoresceina (H2DCFDA), iodeto de 5,5, 6,6'-
tetracloro-1,1', A 3,3'-tetraetilbenzimidazolil carbocianina (JC-1) e o kit de
determinacdo de ATP 200-1.0 foram adquiridos pela Thermo Fisher-
Invitrogen™ (Brasil). Outros reagentes ndo mencionados foram adquiridos na

Sigma (Brasil).

3.2- Animais de Experimentacao

Camundongos BALB / c foram obtidos no biotério do Instituto Adolfo Lutz
- S&o Paulo, Brasil. Os animais foram mantidos com agua e alimento ad libitum
para obtencdo de macréfagos peritoneais e, para manutencdo de T. cruzi. Os
procedimentos foram realizados com a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CTC IAL 72J/ 2017).

3.3- Parasitas e Células

Tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) foram mantidos em células renais
de macaco Rhesus (LLC-MK2 - ATCC CCL 7), utilizando meio RPMI-1640
suplementado com soro fetal bovino (SFB) 2%, em incubadora de CO2 5%, a
37°C (Kesper et al., 2000). As células conjuntivas murinas (clone NCTC 929,
ATCC), LLC-MK2 e macrofagos (obtidos da cavidade peritoneal) foram
mantidas em RPMI-1640 suplementado com SFB 10%, em incubadora de CO:2
5%, a 37°C (Wulsten et al., 2017).
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3.4- Estudos de Eficacia in vitro

A Concentracédo efetiva 50% (CEso) foi avaliada tanto em amastigotas
intracelulares quanto em formas extracelulares (tripomastigotas) de T. cruzi.
Todos os experimentos realizados utilizaram o farmaco benznidazol como o
farmaco padrdo, e células ndo tratadas como controle negativo (100%
viabilidade).

3.4.1- Amastigotas Intracelulares

A atividade anti-amastigota foi realizada em macrofagos infectados com
T. cruzi, previamente obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB / c.
Os macréfagos (1x10° células/poco) foram adicionados em lamina de 16 pocos
(placa NUNC, Merck; 1x10°/poco) e incubados por 24 h em incubadora de CO:2
5%, a 37°C. Os macréfagos foram infectados com tripomastigotas, obtidos de
culturas LLC-MK2 previamente infectadas, (proporcdo parasita: macréfago =
10:1), e apdés 2 h de incubacdo, os parasitas nao internacionalizados foram
removidos por lavagem com RPMI-1640. O farmaco manidipino foi entdo
incubado juntamente com os macrofagos infectados por 48 horas, em faixa de
concentracdo de 20 a 0,07 uM, a 37°C. O benznidazol (20 a 0,07 uM) foi
utilizado como farmaco padrdo (Reimao et al., 2011). Ao término do ensaio as
laminas foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Para determinacéo
da concentracdo efetiva 50% (CEso), foi utilizado o indice de infecgéo (IF),
obtido através da contagem diferencial de 200 macrofagos/poco e calculado

pela seguinte férmula descrita abaixo (Chang et al., 1986).:

IF = Macréfagos Infectados x Amastigotas Intracelulares

Macréfagos Totais

As imagens das laminas coradas foram adquiridas em um microscopio
optico digital (EVOS M5000, Thermofisher).
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3.4.2- Tripomastigotas

Para avaliacdo da atividade anti-tripomastigota, o farmaco manidipino foi
incubado em meio RPMI-1640, a uma faixa de concentracdo de 150 - 0,05 uM,
juntamente com as formas tripomastigotas (1x10%/pogo) por 24 horas em
incubadora de CO2 5%, a 37°C. O benznidazol foi usado como farmaco padrao
(150 a 0,05 pM). A viabilidade dos tripomastigotas foi avaliada pelo método
colorimétrico da resazurina (Reiméo et al., 2011) e a leitura foi realizada em

espectrofotometro (FilterMax F5 Multi-Mode) com absorbancia a 570 nm.

3.5- Determinacéo da Citotoxicidade in vitro

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada utilizando as células NCTC
(clone -L929). As células (6x10* células/poco) foram incubadas em meio RPMI-
1640 com SFB 10%, juntamente com o farmaco manidipino (200 - 1,56 uM) por
48 h em incubadora de CO2 5%, a 37°C. A concentracao citotoxica 50% (CCso)
foi determinada pelo ensaio colorimétrico de MTT (Tada et al., 1986), e a leitura
foi realizada no espectrofotébmetro FilterMax F5 Multi-Mode a 570 nm.

3.6- Determinacéo do indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) foi determinado pela razdo entre a
Concentracdo Citotoxica 50% (CCso) e a Concentracdo Efetiva 50% (CEso)
estabelecida nos parasitas (Reiméo et al., 2011).

IS = CCsp em células de mamifero

CEso em amastigotas intracelulares

3.7- Estudos do Mecanismo de Acéo.
Para definir os parametros de tempo e concentracdo

ideais para os estudos de mecanismo de acéo, foi realizado um ensaio de
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concentracdo efetiva 50% (CEso). Desta forma, tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi (2x10° células/pogo) foram incubados com o farmaco diluido
(100 a 0,1 uM) por até 4 horas em meio HBSS suplementado com NaHCOs3 (4,2
mM) e D-glicose (10 mM), a 37°C. ApOs o periodo de incubacao, a morfologia
celular foi avaliada visualmente em microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100)
e a viabilidade celular foi determinada utilizando o método da resazurina
(Reiméo et al., 2011). A leitura da placa foi realizada em espectrofotdmetro
(FilterMax F5Multi-Mode), com comprimento de onda de 570 nm.

3.7.1- Alteracao da Permeabilidade da Membrana Plasmatica

Para a avaliagdo de possiveis alteragbes na permeabilidade da
membrana plasmatica do T. cruzi, foi utilizado o marcador fluorescente de
acidos nucleicos, Sytox® Green. O marcador € impermeavel a células viaveis, e
guando a membrana plasmatica das células € comprometida, o fluoréforo
consegue penetrar facilmente (Johnson & Spence, 2010). Desta forma, o
aumento da fluorescéncia esta ligado a quantidade de fluoroforo que se liga aos
acidos nucleicos, e pode ser diretamente relacionada ao aumento da
permeabilidade celular.

A avaliacao da permeabilidade da membrana plasmatica foi realizada em
tripomastigotas de T. cruzi (2 x 10%/poco). Os parasitas foram incubados em
meio HBSS suplementado com NaHCOs (4,2 mM) e D-glicose (10 mM),
juntamente com o farmaco manidipino (na concentracdo de CEso), seguido pela
sonda Sytox Green (1 uM). Posterior a leitura basal, a fluorescéncia foi
mensurada a cada 20 minutos durante até 2 horas (120 min) (Chicharro et al.,
2001). Como controle positivo, Triton X-100 a 0,5% foi utlizado para a
permeabilizacdo maxima da membrana; e como controle negativo, foram
utilizados tripomastigotas nao tratados (Kulkarni et al., 2009). A leitura foi
realizada no leitor de microplacas fluorimétrico FilterMax F5Multi-Mode, com
comprimentos de onda de excitagdo e emissdao de 485 e 520 nm,

respectivamente. Para verificar a possivel ocorréncia de interferéncias na
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fluorescéncia, controles contendo apenas o farmaco e o fluor6foro foram

adicionados.

3.7.2- Alteracdo do Potencial da Membrana Plasmatica (AWp)

Para possiveis alteracbes no potencial da membrana plasmatica, foi
estudada a técnica que envolve o uso do marcador fluorescente bisoxonol
(acido bis 1,3-dietil tiobarbitarico trimetina-oxonol [DISBAC2 (3)]). Por ser um
fluoréforo anibnico e sensivel ao potencial, sua entrada no meio intracelular é
impedida pelo potencial negativo da membrana plasmatica. Uma vez que uma
despolarizacdo acontece (diminuicdo no potencial), mais fluoréforo consegue
entrar e se ligar a proteinas ou membranas intracelulares, aumentando a
fluorescéncia. Por outro lado, quando as células estdo hiperpolarizadas (com
potencial aumentado), o fluoréforo é excluido da mesma e uma diminuicdo da
fluorescéncia acontece, resultado da diminuicdo da concentracdo intracelular.
Sendo assim, o aumento e a diminuicdo da fluorescéncia estdo diretamente
relacionados a despolarizacdo e hiperpolarizacdo da membrana plasmaética,
respectivamente (Johnson & Spence, 2010).

Para esta andlise, tripomastigotas (2x108/poc¢o) foram incubados em
meio HBSS suplementado NaHCO:s (4,2 mM) e D-glicose (10 mM), juntamente
com o farmaco manidipino (em concentracdo de CEso) por 1 e 2h a 37°C. Uma
lavagem foi realizada e posteriormente foi acrescentado a sonda DiISBAC2 (3)
(0,2 uM) e incubado novamente a 37°C por 10 min (Luque-Ortega & Rivas,
2010). Como controle positivo, foi utilizada a gramicidina D (0,5 mg/mL), a fim
de exibir polarizacdo maxima, e como controle negativo, foi utilizado
tripomastigotas nao tratados. A leitura foi realizada no citbmetro de fluxo Attune
NXT (Thermo Fisher Scientific) (Londero et al., 2018).

3.7.3- Alteracéo do Potencial de Membrana Mitocondrial (A%¥m)

Para possiveis alteracdes no potencial de membrana mitocondrial, foi

utilizado um marcador potencial dependente, que se acumula na mitocéndria, e
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cujo espectro de emissdao varia entre verde (530 nm) e
vermelho (590 nm), o JC-1. Ele aparece tanto na forma de monémeros, em
baixas concentracdes (exibindo fluorescéncia verde), quanto na forma de J-
agregados, em altas concentragdes (exibindo fluorescéncia vermelha). Entao,
considerando que a formacdo de J-agregados aumenta linearmente com o
potencial da membrana mitocondrial, a despolarizacdo pode ser analisada pela
diminuicdo da razdo de fluorescéncia vermelha/verde (Cossarizza et al., 1993,
Johnson e Spence, 2010).

Nesta andlise, tripomastigotas (2x10%/poco) foram tratados por até 4 h de
incubacdo em meio HBSS suplementado com NaHCOs (4,2 mM) e D-glicose
(10 mM), juntamente com o farmaco manidipino (em concentracdo de CEso).
Uma lavagem foi realizada, e posteriormente foram suspensos com o0 corante
lipofilico catiénico JC-1 (10 uM) e incubado por 10 min a 37 °C. Em seguida foi
realizada nova lavagem dos parasitas para eliminar o corante ndo internalizado.
Como controle positivo, 100 uM de 3-clorofenil-hidrazona de cianeto de
carbonila (CCCP) foram utilizados para despolarizagdo maxima, e como
controle negativo, foram adicionados tripomastigotas nao tratados. A analise foi
realizada por citometria de fluxo (citbmetro de fluxo Attune NxT - ThermoFisher)
e foi calculada a razdo entre as intensidades de fluorescéncia vermelho/verde
(BL-2/BL-1; 590 nm/530 nm) (Mukherjee et al., 2002).

3.7.4- Alteracao nos Niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

Para possiveis alteracdes nos niveis de EROs, foi utilizado o H2DCFDA,
um marcador nao fluorescente, permeavel a células. Esse componente nao
fluorescente € convertido para a forma fluorescente 2',7'-dichlorofluorescein
(DCF), apés a clivagem de seus grupos acetato por esterases intracelulares e
por meio de oxidacao (Figura 15) (LeBel et al., 1992).

A utilizacdo deste marcador torna entdo possivel a observacdo de
alteracdes celulares na producéo de EROs (Johnson e Spence, 2010).
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Figura 15- Reacdes para a deteccdo de fluorescéncia para metragem dos niveis de
espécies reativas de oxigénio pelo fluor6foro H2DCFDA. Fonte: LeBel et al., 1992.

Nesta andlise, tripomastigotas (2x10%/pog¢o) foram incubados em meio
HBSS suplementado com NaHCOs (4,2 mM) e D-glicose (10 mM), juntamente
com o farmaco manidipino (em concentracdo de CEso) por até 4h a 37°C em
uma incubadora de CO2 5%. Posteriormente, foi adicionada a sonda H2DCFDA
(20 yM) e incubados novamente por 15 min. Azida (10 uM) foi utilizada como
controle positivo para os niveis maximos de fluorescéncia, e como controle
negativo, foram adicionados tripomastigotas néo tratados. A leitura foi realizada
no leitor de microplacas fluorimétrico MultiModo FilterMax F5 com
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 485 e 520 nm,
respectivamente (Mesquita et al., 2014). Para verificar a possivel ocorréncia de
interferéncias na fluorescéncia, controles contendo apenas o farmaco e o

fluordéforo foram adicionados.

3.7.5- Alteracao nos Niveis de Adenosina Trifosfato (ATP)

Para possiveis alteracdes de niveis de ATP, foi utilizado um método de
bioluminescéncia luciferina-luciferase por meio do ATP Determination Kit,
através do qual tais niveis de ATP foram quantificados. O aumento das
concentracbes de ATP na célula pode estar diretamente relacionado ao
aumento de luz, uma vez que na presenca de Mg?*, a luciferase catalisa a
reagao da luciferina, ATP e O2 para formar oxiluciferina, AMP, COz2, pirofosfato e
luz (Figura 16) (Johnson & Spence, 2010).
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Figura 16- Reacdes para a detecgcdo de luz, na metragem dos niveis de ATP pelo
método de bioluminescéncia luciferina-luciferase. Fonte: Johnson & Spence, 2010.

Para andlise dos niveis de ATP, tripomastigotas (2x10%parasitas/ poco)
foram incubados em meio HBSS suplementado com NaHCOs (4,2 mM) e D-
glicose (10 mM), juntamente com o farmaco manidipino (em concentragdo de
CEso) por até 4h a 37°C. ApoGs este periodo, uma lavagem foi realizada, os
parasitas foram lisados com Triton X-100 (0,5%) e um tampé&o de reacdo
padrao (DTT 1 mM, luciferina 0,5 mM e luciferase 1,25 pg/ml) foram
acrescentados. Os niveis de ATP foram medidos com um kit de
bioluminescéncia (ATP Determination Kit-ThermoFisher). O CCCP (100 pM) foi
utiizado como controle positivo, para niveis reduzidos de ATP, e
tripomastigotas nao tratados foram utilizados como controle negativo. A leitura
foi realizada no luminémetro (FilterMax F5Multi-Mode) a 560 nm, e a quantidade
de ATP foi calculada a partir de uma curva padrao de ATP (Amaral et al., 2019).

3.8- Anédlise Estatistica

A determinagédo dos valores de CCso e CEso foram realizadas a partir de
curvas sigmoides dose-resposta e a significancia estatistica entre as amostras
foram avaliadas através dos valores de P pelo método One-way ANOVA,
por meio do teste Tukey's Multiple Comparison. Todas as analises foram feitas
utilizando o software Graph Pad Prism 6. As amostras foram realizadas em

duplicata, abrangendo duas ou mais repeti¢oes.
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4- RESULTADOS

4.1- Atividade Anti-Trypanosoma cruzi e Citotoxicidade em Mamiferos

Considerando estudos anteriores relatados sobre atividade anti-T. cruzi
dos BCC aprovados pelo FDA (Reimao et al., 2016), a eficacia in vitro do
farmaco BCC manidipino, foi investigada contra ambas as formas
tripomastigotas e amastigotas intracelulares de T. cruzi.

Apos 48 h de incubacéo, o farmaco resultou na eliminacdo de 100% dos
parasitas intracelulares na concentragdo mais alta testada (20 pM) (Figura 17),
acarretando um valor de CEsp de 0,1 pM (Tabela 2). Os macréfagos foram
infectados com as formas amastigotas intracelulares, e ap0s observacéo
microscopica, as células apresentaram morfologia normal, sem caracteristicas

de toxicidade, com citoplasma e nucleo integros e bem delineados (Figura 17).
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Figura 17- Imagens digitais de microscopia 6ptica (EVOS M5000, Thermo) obtida de

macroéfagos peritoneais de BALB/c infectados com T.cruzi, tratados com manidipino e
corados com Giemsa. (A) controle positivo (célula ndo tratada) e (B) célula tratada com

o farmaco manidipino (5 pM); Imagens obtidas em aumento de 40X.

O farmaco também foi testado contra formas tripomastigotas, utilizando a

resazurina para avaliacdo de viabilidade celular. Apos 24 horas de incubagéo, o

50



manidipino também eliminou 100% dos tripomastigotas extracelulares,
resultando em um valor de CEso de 3 uM (Tabela 2). O benznidazol foi utilizado
como farmaco padrdo, e apresentou um valor de CEso de 5 pM contra
tripomastigotas e 18 pM contra amastigotas intracelulares.

Tabela 2- Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi e citotoxicidade em células

de mamiferos dos farmacos manidipino e benznidazol.

Farmaco CEso (UM) £ DP
CCso (UM) IS
tripomastigota /amastigota b amastigota
NCTC
Manidipino 3,1+1,4/0,1+0,03 > 200 > 2.000
benznidazol 55+2,2/18,7+4,1 > 200 > 10,7

CEso: concentracdo efetiva 50%; CCso: Concentracdo Citotoxica 50%; IS: indice de
Seletividade, dado pela razdo entre CCso em células NCTC / CEsp em amastigotas
intracelulares; DP: desvio padrao.

O farmaco em estudo também foi avaliado quanto a citotoxicidade em
fibroblastos de mamiferos (células NCTC — clone L929) utilizando o método do
MTT. ApGs 48 horas de incubacédo, o manidipino ndo apresentou toxicidade na
concentracdo maxima testada (200 uM). Logo, considerando o indice de
seletividade (IS), dado pela razdo entre a citotoxicidade em mamiferos e o
efeito antiparasitario em amastigotas intracelulares, viu-se que o manidipino
resultou em um valor muito promissor de > 2.000. Por sua vez, o farmaco
padrdo, benznidazol, também ndo demonstrou toxicidade em células de
mamiferos para a concentragcdo maxima testada (200 uM), apresentando um IS

de > 10,7. Logo, se comparado ao benznidazol, o manidipino apresentou
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aproximadamente 50 vezes mais poténcia, quando testado em amastigotas

intracelulares.
4.2- Mecanismo de Morte Parasitaria

Os ensaios de mecanismo de acédo foram realizados utilizando uma
concentracéo efetiva 50% (CEso) definida em tripomastigotas tratados com o
farmaco manidipino, na concentracdo de 2 x 10° parasitas/poco, sendo tais
parasitas observados visualmente no periodo de até 4 horas.

No periodo de incubacdo de 1h, mesmo na maior
concentracéo testada, ndo houve morte de 50% dos parasitas. J& com 4h de
incubagéo, o resultado de CEso foi similar ao de 2h, sendo 30 pM. Por esse
motivo o tempo de 2h a 4 horas foram escolhidos para prosseguir com 0s
ensaios de mecanismo de acdo. Entretanto para responder alguns
guestionamentos, mesmo nédo havendo morte total de 50% dos parasitas com o
tempo de 1 hora de incubacéo, alguns ensaios de mecanismo de acao foram

feitos neste periodo para verificar a presenca de alguma alteracao prévia.
4.2.1- Alteragdes na Permeabilidade da Membrana Plasmatica

Por meio do fluor6foro Sytox Green, foi possivel avaliar danos na
integridade da membrana plasmatica de tripomastigotas de T. cruzi.
De acordo com dados apresentados na Figura 18, mesmo em até 2h de
incubacdo com o farmaco manidipino (30 pM), percebeu-se que ndo houve
alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica, uma vez que a
fluorescéncia permaneceu similar ao controle (parasitas nao tratados), nao
havendo entrada do fluoroforo, e por consequéncia, ligagdo com o DNA,
sugerindo a integridade da membrana.

O controle positivo, 0 surfactante ndo i6nico Triton X-100 apresentou
permeabilizacdo maxima, e quando comparado aos parasitas nao tratados,
obteve significancia estatistica desde o primeiro tempo com p < 0,0001.

A cada 20 min foram realizadas as leituras em um espectrofotdmetro e a
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porcentagem de permeabilizacdo da membrana plasmatica foi representada
com dados normalizados em relacdo ao ultimo tempo do controle positivo,
120 min, onde também foi representado a adi¢cdo de Triton X-100 0,5% em
todas as amostras, demonstrando a permeabilizagédo de 100% dos parasitas.
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Figura 18- Avaliagdo da permeabilidade da membrana plasmética através da sonda
Sytox Green em tripomastigotas de T. cruzi tratados com manidipino (30 uM).
Tripomastigotas tratados com Triton X-100 0,5% foram utilizados como controle
positivo, e parasitas nao tratados foram utilizados como controle negativo (C -).
Experimento representativo dentre dois ensaios realizados. MDP - manidipino *** p <
0,0001 em relagéo ao tempo 120min.

4.2.2- Alteragdes no Potencial de Membrana Plasmatica (Ayp)

Utilizando o fluoréforo bisoxonol DISBAC?2 (3), foi avaliado o potencial de
membrana plasmatica em tripomastigotas de T. cruzi. O ensaio foi realizado por
citometria de fluxo e o farmaco manidipino apresentou despolarizagcdo nos
periodos de 1 e 2 horas de tratamento, com diferenca estatisticamente
significante tanto em 1 h de incubacéo (p < 0,0010), quanto em 2 h de
incubacdo (p < 0,011) (Figura 19). A porcentagem de despolarizacdo do

potencial de membrana plasmatica foi representada com dados normalizados
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em relacdo ao controle positivo em cada tempo, através dos diferentes niveis
de fluorescéncia observados nos parasitas tratados e nao tratados. O controle

positivo, gramicidina (0,5 pg/mL), apresentou maxima polarizagao.
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Figura 19- Avaliagao do potencial elétrico da membrana plasmatica (AWp) através da
sonda DISBAC2 (3) em tripomastigotas de T. cruzi tratados por 1 hora (A) e 2 horas
(B). Tripomastigotas tratados com gramicidina (0,5 pg/mL) foram utilizados como
controle positivo, e como controle negativo (C -) foram utilizados T. cruzi ndo tratado. A
fluorescéncia foi quantificada calculando as porcentagens médias de parasitas nao
tratados (0%) e tratados com gramicidina (100%). ** p < 0,0010 (A) e * p < 0,011 (B).
MDP-manidipino (30 uM). Experimento representativo de dois ensaios realizados.

4.2.3- Alteracdo do Potencial de Membrana Mitocondrial (A¥Ym)

Por meio do fluoréforo JC-1, foi realizada a avaliacdo do potencial de
membrana mitocondrial em tripomastigotas de T. cruzi, por citometria de fluxo.
De acordo com os dados apresentados pela Figura 20, se comparado aos
parasitas ndo tratados, o farmaco manidipino apresentou em 2 horas de
incubacdo uma intensa hiperpolarizacdo do potencial de membrana
mitocondrial, com significancia estatistica de p < 0,0013. Seguido por uma
intensa despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial em 4 horas de
incubacéo (p < 0,008). O controle positivo, CCCP, apresentou despolarizagcéo
maxima. Os niveis de fluorescéncia detectados no controle negativo

representam o potencial normal da membrana mitocondrial da célula. Tanto a
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Razédo BL2/BL1

hiperpolarizagdo quanto a despolarizacdo do potencial de membrana

mitocondrial foram quantificadas calculando a razéo entre os canais BL2 / BL1.
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Figura 20- Avaliagcdo do potencial da membrana mitocondrial em tripomastigotas de T.
cruzi tratado com manidipino (30 uM) por 2 horas (A) e 4 horas (B) marcados com
sonda JC-1 (0,2 uM). Tripomastigotas tratados com CCCP (100 pg / mL) foram
utilizados como controle positivo, e como controle negativo (C -), T. cruzi ndo tratados.
A fluorescéncia foi quantificada calculando a raz&o entre os canais BL2 / BL1. ** p <
0,0013 (A) e ** p < 0,008 (B). MDP-manidipino. Experimento representativo de dois
ensaios realizados.

4.2.4- Alteracdes nos Niveis de Adenosina Trifosfato (ATP)

Por meio do método de bioluminescéncia luciferina-luciferase (kit
comercial Invitrogen), foram quantificados os niveis de ATP em tripomastigotas
de T. cruzi. E considerando os dados referentes a Figura 21, é possivel
verificar que o tratamento com o farmaco manidipino (30 puM) induziu uma
reducado significativa das concentracdes de ATP em 1h (p < 0,007) e 2h (p <
0,0043) de tratamento, quando comparado ao controle (parasitas néo tratados).

O controle positivo, CCCP, apresentou niveis reduzidos de ATP.
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Figura 21- Avaliagdo dos niveis de ATP. O contetdo de ATP foi mensurado pelo
método de bioluminescéncia luciferina-luciferase apos 1 (A) e 2 h (B) de incubacédo
com manidipino (30 uM). O controle positivo foi dado por tripomastigotas tratados com
CCCP (100 pg/mL), e, como controle negativo (C -), T. cruzi ndo tratados. ** p < 0,007

(A) e ** p < 0,0043 (B). MDP-manidipino. Experimento representativo de dois ensaios
realizados.

4.2.5- Alteracdes nos Niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Com a utilizacdo do fluor6foro H2DCFDA, os niveis de EROs foram
avaliados em tripomastigotas de T. cruzi. E de acordo com os dados
apresentados na Figura 22, em 4h de incubacdo com o farmaco manidipino (30
MM), houve um discreto aumento dos niveis de EROs em relagcdo ao controle
negativo (parasitas nao tratados) (p < 0,01). O controle positivo, 0 composto
azida (10 pM) apresentou producdo maxima de EROs. A porcentagem de
producdo foi representada com dados normalizados em relacdo ao controle
positivo.
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Figura 22- Avaliagédo dos niveis de EROs em tripomastigotas de T. cruzi tratados com
manidipino (30 pM) por 4 horas, meio ao marcador H2DCF-DA. Azida (10 uM) foi
utilizada como controle positivo, e parasitas ndo tratados foram utilizados como
controle negativo (C -). * p < 0,01. MDP-manidipino. Experimento representativo de
dois ensaios realizados.
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5- DISCUSSAO

Considerando a falta de efetividade e seguranca das terapias existentes
contra a doenca, e atrelado ao fato que o processo de descoberta de
medicamentos ser lento e caro, a estratégia de reposicionamento de farmacos é
uma ferramenta que vem sendo bastante utilizada como alternativa para
diversas enfermidades (O'Connor & Roth, 2005).

Os BCC séao farmacos que interferem no fluxo do calcio através dos
canais e sdo usados principalmente como anti-hipertensivos. Alguns tém
demonstrado atividade antiprotozoaria, com interferéncia no aparelho
mitocéndrial Unico dos tripanossomatideos (Reimdo et al., 2016). Nas células
eucariodticas, a maior parte do ATP intracelular é derivado da fosforilagédo
oxidativa mitocondrial, um processo complexo regulado em diferentes niveis
mitocondrial e citosoélico, contando com um bom equilibrio de regulacdo de
célcio. Além disso, o Ca?* mitocondrial demonstrou conduzir a produgdo de ATP
em células de mamiferos. Entdo, através de um efeito bioquimico especifico de
um medicamento aprovado pela FDA, que afeta a homeostase do célcio em
células de mamiferos, o farmaco manidipino foi selecionado para avaliagdo da
sua atividade in vitro. E considerando a importancia da mitocéndria Unica para o
parasita e a sua capacidade de afetar a homeostase do calcio em células de
mamiferos, seus potenciais efeitos letais foram investigados, utilizando
citometria de fluxo e ensaios espectrofluorimétricos.

A eficacia in vitro do farmaco manidipino foi investigada pela primeira vez
contra ambas as formas parasitarias, resultando na eliminacdo de 100% dos
parasitas nas maiores concentracdes testadas, e obtendo baixos indices de
CEso, 3,1 uM para as formas tripomastigotas, testados a 150 uM, e 0,1 uM para
as formas amastigotas intracelulares, testados a 20 uM. Em relacdo a avaliacao
da atividade do manidipino contra amastigotas intracelulares, os macréfagos

foram utilizados como células hospedeiras e, apdés o tratamento com o farmaco
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e observacdo microscopica, as células apresentaram morfologia normal, sem
caracteristicas de toxicidade, com nucleo e citoplasma integros e bem
delineados.

O caélcio esta envolvido em inumeras fungbes em Trypanosomatidae,
incluindo diferenciacdo e invasdo de células hospedeiras. As mitocondrias
Gnicas acumulam célcio via potencial eletroquimico mitocondrial como forca
motriz da captacao de célcio (Benaim et al., 2013). Na membrana plasmatica do
parasita, a Ca?* ATPase (PMCA) demonstrou ser responsavel pela extruséo de
Ca?*. (Benaim et al., 2020). E em Leishmania mexicana, um canal de Ca?
sensivel a esfingosina também foi identificado na membrana plasméatica
(Benaim et al., 2013). Demonstrou-se entdo, que varios farmacos anti-T. cruzi
modulam um ou mais desses mecanismos para a regulacdo do Ca?*. Logo, a
perda da homeostase intracelular do célcio tem sido considerada um alvo
promissor contra o T. cruzi (Barrera et al., 2020). Pollo e colaboradores
sintetizaram uma série de 21 derivados de BCC e resultaram em compostos
com boa seletividade, apresentando valores de CEso entre 5 e 42 uM contra T.
cruzi (Pollo et al., 2017).

O manidipino também foi testado quanto a citotoxicidade em mamiferos,
especificamente em fibroblastos, e nao apresentou toxicidade para a
concentracdo maxima testada (200uM). Considerando o indice de seletividade
(IS), se comparado ao farmaco padrédo, benznidazol (IS > 10,7), o manidipino
apresentou aproximadamente 50 vezes mais poténcia quando testado contra
amastigotas intracelulares, com um IS > 2.000.

De acordo com o DNDi, o critério ideal para a sele¢cdo de candidatos a
farmacos inclui compostos com valores de CEso abaixo de 10 uM e indice de
seletividade > 10 (Don, 2013). Pode-se observar entdo que o farmaco
manidipino cumpriu efetivamente tais critérios, mostrando uma seletividade
muito promissora quando comparada aos demais aprovados pela FDA e que
apresentam atividade anti-T. cruzi (Planer et al., 2014). Além disso, o DNDi

também afirma que os medicamentos que visam apenas 0s estagios de
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replicacdo do parasita (formas amastigotas), podem possibilitar também formas
nao replicantes (tripomastigotas), capazes de manter as infeccbes por muito
tempo, apos o término do tratamento (Katsuno et al., 2015). O manidipino, por
sua vez, foi capaz de eliminar ambas as formas parasitarias, em baixas
concentracoes.

O farmaco manidipino € um BCC de diidropiridina, de terceira gera¢ao, com
alto grau de seletividade para a vasculatura (Kostis, 2003). Diferentes estudos
demonstraram que o farmaco exerce efeitos positivos nos parametros
metabdlicos da populacdo hipertensa, aumentando a sensibilidade a insulina,
estimulando a formacdo e a diferenciacdo de adipdcitos, além de preservar a
atividade dos receptores PPAR-y, que sao receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARs), sao fatores de transcricdo
pertencentes a familia de receptores nucleares que regulam a homeostase da
glicose, metabolismo de lipideos e inflamacéo (Tavares et al., 2007).

Ainda de acordo com a recomendacdo do DNDi, o Target Product Profile
(TPP) ideal para um novo medicamento contra a doenga de Chagas é um
medicamento oral, com potencial seguro e sem potencial pré-arritmico. O
manidipino por sua vez, é apresentado por meio de formulacdo oral e nédo
produz efeitos significativos no coracdo ou no sistema nervoso central
(McKeage, 2004).

O perfil farmacocinético demonstra que apds uma dose oral Unica de 20 mg
em voluntarios saudaveis, a meia-vida é de aproximadamente 8 horas (Cheer,
2001; Stockis et al., 2003). O farmaco € extensivamente metabolizado pelas
enzimas do citocromo (CYP) P450 em derivados de piridina e difenilmetano. E
embora nenhum estudo tenha sido relatado até o0 momento sobre o efeito anti-
T. cruzi de metabdlitos do manidipino, os difenilmetanos e os derivados de
piridina sdo estruturas conhecidas que apresentam atividades antimicrobiana e
anti-T. cruzi, respectivamente (Neres et al., 2007).

Através do estudo do mecanismo de acdo de farmacos pode-se obter

informagdes importantes para a otimizacdo da seletividade e para a
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identificacdo de novos alvos bioquimicos (Schenone et al., 2013; Katsuno et al.,
2015). O primeiro alvo estudado foi a membrana plasmatica, que regula o
transporte de nutrientes, a homeostase do pH e outros ions, tornando-se
essencial para a sobrevivéncia e um alvo importante de pesquisa. E justamente
por ter esse importante papel na sobrevivéncia do parasita, o estudo da
membrana plasmatica se torna indispensavel para a investigacdo do
mecanismo de acao (Chattopadhyay & Jafurulla, 2011; Tiwari et al., 2018).
Entéo, para avaliar sua integridade, o Sytox Green foi utiizado como sonda
fluorescente, e o farmaco manidipino ndo alterou a permeabilidade da
membrana plasmatica em até 2 horas de incubacéao.

Ainda em relacdo a membrana plasmatica, outra abordagem para avaliacdo
€ 0 estudo de seu potencial elétrico, uma vez que suas variacbes
sdo extremamente prejudiciais ao parasita, podendo levar a formacdo de
poros transmembranais (Morth et al., 2011). Outro critério importante a ser
mencionado € o transporte ativo de metabdlitos, que pode ser bastante afetado,
levando a prejuizos na aquisicdo de nutrientes essenciais para a proliferacéo e
para atividades celulares (Venkatesh et al., 2017). Nesse estudo, os resultados
obtidos demonstraram que apesar de ndo haver alteracdo na permeabilidade da
membrana plasmatica, o farmaco manidipino diminuiu seu potencial elétrico da
membrana plasmatica em 1 e 2 horas de incubacéo, causando despolarizacao
da mesma. E possivel inferir que por ndo causar mudancas na permeabilidade
da membrana plasméatica, que as mudancas no potencial sejam apenas
resultado da entrada do farmaco na célula, que altera o fluxo de ions. Dessa
forma, o potencial pode ser reestabelecido uma vez que a entrada de composto
seja cessada e a concentracdo intracelular atinja niveis maximos (Morth et al.,
2011).

E interessante considerar que ao contrario das células de mamiferos, os
tripanosomatideos apresentam uma unica mitocondria, essencial para atender
as necessidades energéticas e vital para a sobrevivéncia. Entéo, a pesquisa por

farmacos gue afetam essa organela pode ser uma interessante estratégia para
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busca de novas terapias (Vannier-Santos et al., 2002; Kaczanowski et al.,
2011). Foi demonstrado um efeito duradouro do farmaco manidipino na
mitocondria do parasita. Uma hiperpolarizagdo do potencial da membrana
mitocondrial foi observada em 2 horas de incubacédo, seguida por uma
despolarizacdo intensa e significativa em 4 horas de incubacéo. O potencial da
membrana mitocondrial € o resultado de um gradiente eletroquimico e €
essencial para manter a funcéo fisiologica na cadeia respiratoria, gerando ATP.
O efeito letal de diferentes farmacos tem sido atribuido ao comprometimento
bioenergético do T. cruzi (Joshi & Bakowska, 2011) e estad no foco de muitas
estratégias de descoberta de drogas (Vannier-Santos et al., 2002; Kaczanowski
et al., 2011).

Em relacdo aos niveis de ATP, sabe-se que € um mediador universal de
metabolismo e sinalizacdo, além de ser também a fonte de energia mais
importante para as células. Como ja destacado, o ATP é produzido pela
mitocbndria através da cadeia respiratoria e uma diminuicdo em seus niveis
pode ocorrer caso a membrana mitocondrial seja despolarizada, j& que tal
alteracdo leva ao aumento da permeabilidade de prétons e consequente dano a
fosforilacdo oxidativa (Joshi & Bakowska, 2011; Menna-Barreto & Castro, 2014;
Rajendran et al., 2016). Entdo, como resultado, niveis baixos de ATP podem
gerar prejuizos ao metabolismo, levando o parasita a morte (Manzano et al.,
2011). O farmaco manidipino também diminuiu os niveis de ATP dos
tripomastigotas tratados em 1 e 2 horas de incubacdo. Sendo assim, a partir
desse resultado, € possivel sugerir que a reducdo de ATP seja uma alteracéo
bioenergética nas mitocdndrias, que foi posteriormente confirmada pela
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial.

Por fim, ainda analisando tais alteragbes bioenergéticas, € importante
considerar que a mitocondria é também a maior fonte de EROs. E a producao
de ATP esta atrelada a de tais espécies reativas. Sabe-se que sob condicdes
fisiologicas, a producédo de ATP gera de 3 a 5% de EROs sobre o total de

oxigénio consumido (Boonstra & Post, 2004; Lejay et al., 2012). Os farmacos
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que inibem a cadeira respiratoria gerando estresse oxidativo, tendem a
aumentar rapidamente essa producédo de EROs (Mattiazzi et al., 2004; Carvalho
et al., 2010). E essas espécies podem causar danos celulares, se produzidas
em excesso, especialmente quando o sistema antioxidativo dos parasitas ndo é
capaz de controlar sua concentracdo intracelular (Menna-Barreto & Castro,
2014). O farmaco manidipino promove um aumento nos niveis de EROs em 4
horas de incubacdo, causando danos permanentes e levando o parasita a
morte. Mais estudos serdo necessdarios para investigar o alvo molecular do
farmaco manidipino em T. cruzi.

Por meio da andlise de todos os resultados, é possivel propor um
mecanismo de acdo para o farmaco manidipino em tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi. Ao atravessar a membrana plasmatica, o farmaco causa
despolarizacdo do seu potencial elétrico, sem alteracdo da permeabilidade. A
diminuicdo dos niveis de ATP sugere uma alteracdo bioenergética nas
mitocondrias, que foi confirmado posteriormente pela despolarizacdo do
potencial de membrana mitocondrial e aumento dos niveis de EROs.
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6- CONCLUSOES

Por meio da abordagem de reposicionamento de farmacos, foi

encontrado um farmaco potente e seletivo contra T. cruzi.

O farmaco manidipino foi 50 vezes mais potente contra
amastigotas intracelulares em comparacdo ao farmaco padrao
benznidazol, exibindo alto indice de seletividade e elevada
poténcia in vitro.

A andlise do mecanismo de acdo em tripomastigotas, sugere
gue o composto ndo induz a permeabilizacdo da membrana
plasmatica, nem mesmo a formacédo de poros. No entanto, induz
uma despolarizagcéo no potencial da membrana, justificado pela
perturbacao gerada na entrada do farmaco.

Em relacdo as andlises bioenergéticas, a alteracdo mitocondrial
pode ser o efeito letal mais importante do manidipino contra o
parasita, afetando a producdo de ATP e gerando estresse
oxidativo.

Estudos adicionais de eficacia em modelo animal sdo indicados,
porém, um perfil farmacocinético do farmaco manidipino deve
ser previamente determinado, contribuindo para um ensaio de
eficacia in vivo racional e bem projetado, uma vez que a
poténcia e seletividade deste farmaco aprovado pela FDA

merece mais investigagao.
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ANEXO E

Séao Paulo, 27 de setembtro de 2018.

Protocolo 05/2018.
Comissao de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL)

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Selegio e Otimizacdo de Novos
Candidatos a Farmacos para Leishmaniose e Doenca de Chagas”, sob a
responsabilidade da Dr. André Gustavo Tempone Cardoso, funcionario do Laboratério de
Toxinologia Aplicada a Farmacos Antiparasitarios do Centro de Parasitologia e Micologia do
Instituto Adolfo Lutz - Central, que envolve a producédo, manutengéo e/ou a utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 08 de
outubro de 2008, com o decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo (CONCEA). Este Projeto foi
APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-
IAL) na 82a reunido realizada em 25/09/2018.

Informamos que devem ser encaminhados relatérios ANUAIS a CEUA-IAL, no intuito
de acompanharmos os procedimentos realizados segundo os aspectos éticos e sanitarios,
0s quais permitirdo a elaboragdo de relatérios anuais por esta CEUA-IAL, que s&o
encaminhados ao Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA),
conforme a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008.

Vigéncia do Projeto | 01/10/2018 a 01/10/2021

Espécie Camundongos isogénicos

Linhagem Balb/c

N° de animais 112

Idade 30 dias - recém desmamados

Peso 20a25gr

Sexo 56 fémeas e 56 machos

Origem Biotério do Instituto Adolfo Lutz

RAF/raf Endereco: Avenida Doutor Arnaldo, n° 351 - 11° Andar — Salas 1102

Pacaembu - Sao Paulo — SP — CEP: 01246-000
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br
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Vigéncia do Projeto

01/10/2018 a 01/10/2021

Espécie Hamster

Linhagem Dourado

N° de animais 30

Idade 30 dias - recém desmamados
Peso 60 gr

Sexo 30 machos

Origem Biotério do Instituto Adolfo Lutz

Atenciosamente,

oL

Dra. Rgquel gios jos Fazioli

Coordenadora da Comiss3o de Etica-no Uso de Animais (CEUA-IAL)

Instituto Adolfo Lutz

RAF/raf Enderego: Avenida Doutor Arnaldo, n® 351 - 11° Andar — Salas 1102

Pacaembu - Sao Paulo ~ SP — CEP: 01246-000
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br
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