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Resumo

No ano de comemoragdo do centenario de descoberta da doenca de Chagas ainda sdo
muitos os desafios e as dificuldades na busca de novas alternativas eficazes para o
tratamento da doenga. O objetivo deste trabalho foi caracterizar potenciais alvos
moleculares e testar fArmacos candidatos para o tratamento da doenga de Chagas. Como
alvos foram analisadas trés enzimas: a Tiol Transferase (Tc52), a Glutamato
Desidrogenase (TcGluDH) e a Aldo/ceto Redutase (TcAKR), selecionadas a partir de
prévias analises de gendmica ¢ protedmica em cepas de Trypanosoma cruzi sensiveis e
resistentes ao Benzonidazol. Como potenciais farmacos, foram escolhidos trés
medicamentos: o Tamoxifeno, a Amiodarona e o Ravuconazol, testados in vitro e in vivo,
nas fases aguda e cronica da doenca de Chagas experimental. Para os testes in vivo os
farmacos foram utilizados isoladamente ou em combinacdo. Adicionalmente, foi avaliado
o efeito cooperativo do sistema imune na atividade dos inibidores da biossintese de
ergosterol, Posaconazol e Ravuconazol. Os resultados mostraram que apenas a TcGluDH
foi diferencialmente expressa, apresentando uma menor expressdo da proteina e do
respectivo mRNA nas cepas resistentes ao Benzonidazol em comparacdo com as cepas
sensiveis. Para TcAKR nao foi possivel completar a caracterizagdo, mas observamos um
aumento no nivel de mRNA nas cepas resistentes analisadas quando comparada com as
sensiveis. Nao houve correlacdo entre a expressdo da Tc52 e o fenotipo de resisténcia a
farmacos do T. cruzi. Nos testes de farmacos, as melhores resultados foram obtidos com a
associacdo Ravuconazol e Amiodarona: 60% de cura ¢ 90% de sobrevivéncia dos
camundongos infectados e tratados nas fases aguda e cronica. A associacdo entre
Amiodarona e Benzonidazol ndo gerou efeito sinérgico ou aditivo na cura da doenca de
Chagas experimental. O Tamoxifeno apesar de ter se mostrado potente nos testes in vitro
foi inativo in vivo. Com relagdo a avaliagdo da cooperagdo do sistema imune na atividade
do Posaconazol, nossos resultados mostraram uma nitida influéncia dos diferentes tipos de
linfocitos na atividade desse fairmaco assim como para o Benzonidazol. Provavelmente,
esse efeito foi devido a agdo preferencial desses farmacos sobre diferentes estagios do
parasito, em cooperacdo com diferentes elementos do sistema imune. A utilizacdo de
camundongos knockout mostrou que a auséncia de Interferon-y reduziu a atividade do

Ravuconazol e Benzonidazol. O presente trabalho abre perspectivas para serem exploradas.
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Abstract

In the year of commemoration of the centenary of Chagas disease discovery, the challenges
and difficulties in the search of new efficient alternatives for the treatment of the illness
still remain. The objectives of this work were to characterize potential molecular targets
and test drugs candidates for the treatment of the Chagas disease. Three potential targets
had been selected: Thiol Transferase (Tc52), Glutamate Dehidrogenase (TcGluDH) and
the Aldo/Keto Reductase (TcAKR). They were pointed out by genomic and proteomic
analysis of Benznidazole susceptible and resistant Trypanosoma cruzi strains. As potential
drugs, three medicines had been chosen: Tamoxifen (TAM), Amiodarone (AMIO) and
Ravuconazole (RAVU). They were tested in vitro and in vivo, in the acute and chronic
phases of the experimental Chagas disease. For the tests in vivo the drugs had been used
separately or in combination. Additionally, we evaluate the cooperative effect of the host
immune system in the activity of inhibitors of the biosynthesis of ergosterol, Posaconazole
(POS) and RAVU. The results show that only the TcGluDH was differentially expressed,
presenting a reduction in the protein expression and mRNA levels in resistant strains to
Benznidazole. Although a complete characterization of TcAKR could not be reached, we
observe difference in the mRNA levels in the strains analyzed. However no correlation
between the expression of the Tc52 and resistance phenotype was observed. In the tests of
drugs, the highest activities were observed for RAVU and AMIO association: 60% of cure
and 90% of survival of the infected and treated mice in the chronic phase. The association
between AMIO and BZ generate neither synergic or additive effect in the cure of the
experimental Chagas disease. Although TAM presented high activity in vitro it was
inactive in vivo. In regard to cooperation effect of the host immune system a clear
influence of the lymphocytes were observed on the activity of POS and BZ. Our results
show that the absence of different lymphocytes activities has distinct effects on the
efficacy of POS and BZ in the treatment of murine acute T. cruzi infection. Probably, this
effect had the preferred stock of these drugs on different parasite stages, in cooperation
with different elements of the immune system. The use of knockout mice showed that the
absence of gamma interferon reduced the RAVU and BZ activities. The present work
considers new alternatives for the Chagas disease chemotherapy, and opens perspectives to

be further explored.
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1.1 O Trypanosoma cruzi: caracteristicas gerais, ciclo bioldgico,
formas de transmisséo e controle

O T. cruzi é um parasito digenético que apresenta um genoma com cerca de 1-2
x 10® pares de base, ¢ uma organiza¢do do material genético que difere em parte dos
outros eucariotos tais como Trypanosoma brucei e Leishmania sp. Aproximadamente
50% do seu material genético ¢ formado por seqiiéncias repetitivas, presentes em
multiplas copias e que sdo arranjadas em tandem (Castro et al., 1981; Ullu & Nielsen,
1995; El-Sayed et al., 2005).

O processamento do mMRNA ¢ outra importante caracteristica dos
tripanosomatideos que transcrevem longos mRNAs policistronicos, que sao processados
antes da traducdo (Nielsen, 1992). Durante esse processamento, ocorre a reacdo de
“trans-splicing”, onde ha a transferéncia de uma seqiiéncia nucleotidica lider, conhecida
como “splice leader” para a extremidade 5’de cada mRNA maduro (Perry & Agabian
1991). A regulagdo da expressdo génica no T. Cruzi ocorre principalmente no nivel pos-
transcricional através do processamento de transcritos primarios (“trans-splicing” e
poliadenilacdo), da estabilidade do mRNA e dos produtos da tradugdo (Vanhamme &
Pays 1995; Teixeira 1998; Avila, et al. 2001).

Durante seu ciclo de vida (Figura 1), o T. cruzi apresenta trés formas evolutivas:
tripomastigota, amastigota e epimastigota. Elas sdo caracterizadas quanto a posi¢ao do
cinetoplasto (estrutura mitocondrial que contém DNA extra-nuclear) em relagdo ao
nucleo, flagelo e forma. Os tripomastigotas, com 25 um de comprimento, sio
caracterizados pela presenga de um cinetoplasto localizado entre o ntlicleo e a porgdo
posterior, um flagelo que atravessa toda a extensao do corpo do parasito e se externaliza
com um pequeno segmento de membrana ondulante. Os amastigotas, com 4um de
diametro sdo caracterizados pelo formato ovoide ou arredondado, cinetoplasto visivel,
corpo achatado com flagelo interno. Os epimastigotas, com 20 a 40um de comprimento,
tém forma de fuso, cinetoplasto anterior ao ntcleo e flagelo livre bem desenvolvido. A
forma tripomastigota ¢ o estagio infectante, encontrado na corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado e na por¢do final do aparelho digestivo do hospedeiro
invertebrado. A forma amastigota é o estagio intracelular do parasito no organismo do
hospedeiro vertebrado, enquanto a forma epimastigota ¢ o estagio nado infectante,

encontrada no hospedeiro invertebrado.

20



Além das diferencas morfologicas existentes entre os diferentes estagios
evolutivos do parasito, ha também uma variacdo genética, que produz um grande
numero de cepas com caracteristicas individuais. As cepas conferem ao T. cruzi tipos de
comportamentos distintos, como tropismo por diferentes 6rgdos ou diferenca na
viruléncia (Camargos et al., 2000). Tais caracteristicas podem ser determinadas pela
origem geografica associada as caracteristicas fisioldgicas naturais do protozoario
(Murta et al., 1998).

A forma de transmissao do parasito ao homem e a outros mamiferos, com maior
importancia epidemiologica, ¢ através da penetracdo na pele lesada ou mucosa integra,
das formas tripomastigotas metaciclicas que sdao eliminadas nas fezes e/ou urina dos
triatomineos infectados, durante o repasto sanguineo. Outras vias de transmissdo
observadas sdo através de transfusdo sanguinea, transmissdo congénita, transmissao por
acidentes de laboratdrio e a transmissdo oral (Dias, 2000). O transplante de 6rgios ¢
uma forma de transmissao que emerge como um problema importante, haja vista a
condicdo de imunossupressdo em que se encontra o transplantado, o que pode agravar o
quadro da doenga (Kun et al. 2009). Observa-se também, com o aumento do nimero de
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e com a utilizagdo de
medicamentos imunossupressores, a reativagao de infeccdes cronicas em pacientes co-
infectados pelo T. cruzi. Esses pacientes voltam a apresentar alta parasitemia, sinal
clinico caracteristico da fase aguda da doenga (Diazgranados et al., 2009). Além disso, a
transmissdo oral tem merecido especial aten¢ao devido a emergéncia de diversos surtos
nas regides norte ¢ nordeste do Brasil (Pinto et al., 2008).

O ciclo bioldgico do T. cruzi envolve o hospedeiro invertebrado, que se infecta
através da ingestdo de sangue contendo tripomastigotas. Essas formas passam por
transformagoes no tubo digestivo dos triatomineos e sdo transmitidos ao hospedeiro
vertebrado (homem e outros mamiferos) através da deposicdo de fezes contaminadas
apods a hematofagia. No organismo do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas passam
por novas transformacgdes, formando amastigotas, que originam novos tripomastigotas
que serdo sugados pelo vetor, completando o ciclo (Figura 1). As principais espécies de
vetores envolvidas na transmissdo da doenga de Chagas sdao Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus, Triatoma dimidiata e Triatoma

brasiliensis.
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Figura 1 — Ciclo bioldgico da doenga de Chagas. Modificado de www.who.int.

Apos a infecgdo pelo T. cruzi, ha a invasdo de células endoteliais, epiteliais ¢
fibroblastos. Porém, o T. cruzi tém tropismo preferencial por fagocitos mononucleares,
células musculares, células adiposas e neurdnios. Apds a invasdo, a patogénese da
doenca de Chagas pode ser classificada em fases aguda e cronica, de acordo com o

tempo da infecgao e caracteristicas soroldgicas.

1.2 A doencga de Chagas: importancia e formas clinicas

A fase aguda se prolonga por cerca de 30 a 90 dias, sendo geralmente caracterizada
por um grande nimero de tripanosomas presentes na circulacdo (parasitemia patente).
Em alguns casos, observam-se febre e manifestagdes clinicas nos locais de entrada
como o sinal de Romafa e o chagoma de inoculacdo. O comprometimento cardiaco
nesta fase é frequente, podendo ocorrer miocardite, epicardite e endocardite aguda,
assim como taquicardia. No sistema nervoso pode ser observada destruigao neuronal
intensa e nos 6rgaos do sistema digestivo podem ocorrer lesdes discretas (Amato Neto

et al., 1997, Ferreira et al., 2002).

A fase cronica ¢ caracterizada pela parasitemia baixa e pelo elevado nivel de
anticorpos circulantes. As manifestacdes observadas nesta fase sdo decorrentes do curso

intracelular do parasitismo. Ela pode ser dividida em diferentes formas clinicas,
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denominadas: indeterminada, cardiaca, digestiva, mista ou neurologica (Ferreira et al.,
2002). A forma indeterminada é caracterizada por altos niveis de Imunoglobulina G
(IgG) e corresponde ao periodo sem manifestagdes clinicas evidentes, podendo haver
comprometimento cardiaco e digestivo, porém discreto (Macédo, 1997; Ferreira et al.,

2002).

A fase cronica sintomatica ¢ classificada de acordo com o quadro clinico
apresentado pelo chagéisico. Na forma cardiaca, ocorre principalmente miocardite
inflamatoria cronica progressiva e fibrosante e/ou hipertrofia do coracdo (megacardio).
Essas alteracdes podem se manifestar através de arritmias e insuficiéncia cardiaca
congestiva. A forma cardiaca ¢ a principal responsavel pela ocorréncia de morte subita,
que ¢ um fendmeno considerado como a principal causa de morte na doenca de Chagas.
(Rassi Jr. et al., 2001). Os pacientes com a forma digestiva apresentam alteracdes
hipertroficas no eséfago (megaesdfago) e colon intestinal (megacolon), que causam
problemas como disfagia, regurgitacdo e incoordenacdo motora (Rezende, 1997). A
forma mista ¢ caracterizada pelo comprometimento cardiaco e digestivo concomitante.
Na forma neurologica, observam-se alteragdes morfologicas no tecido nervoso central.
Em pacientes chagasicos imunodeprimidos ¢ comum o desenvolvimento de
meningoencefalite e miocardite (Rocha et al., 1994).

A duracgdo destas fases pode ser diferente entre os individuos, mas em geral o
que se observa ¢ um periodo de até 90 dias para a fase aguda, a vida toda para fase
cronica indeterminada e um periodo muito varidvel para fase cronica sintomatica,

dependente da forma clinica e gravidade do quadro desenvolvido pelo paciente.

1.3 Resposta imune do hospedeiro na infeccdo pelo Trypanosoma
cruzi

Muitas das manifestagcdes clinicas observadas na doenga de Chagas devem-se
diretamente a resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro contra o parasita (Brodskyn
& Barral-Netto, 2000). Em cada fase da infeccdo, existe uma resposta imune especifica
com um repertorio de células, citocinas e outras substancias, que reduzem a carga
parasitaria, auxiliando na defesa do organismo, mas que podem também estar
envolvidos no desenvolvimento da patologia. Em consequéncia disto, tém sido
realizados muitos trabalhos, principalmente experimentais, buscando a compreensao dos

mecanismos envolvidos na resposta do hospedeiro frente a infecgao.

23



No inicio da infec¢dao experimental sdo observados eventos desencadeados pela
imunidade inata do hospedeiro, como hepatoesplenomegalia, linfadenopatia regional,
atrofia dos linfonodos mesentéricos ¢ do timo (Ferreira et al., 2002). Essas alteragdes
sdo acompanhadas pela ativagdo policlonal de linfocitos T e B, hipergamaglobulinemia,
seguido por uma imunossupressdo da resposta linfocitaria e aumento da apoptose
(revisto por Brener & Gazzinelli, 1997; DosReis, 1997). A resposta imune no principio
da infec¢do visa a reducdo e controle da replicacdo do parasito, além do preparo e
otimiza¢do do sistema imune para gerar a resposta imune adquirida Thl (revisto por
Reis & Lopes, 2000).

Buscando a resolucao da infecgdo, ocorre o processo inflamatorio, através do
recrutamento de células “Natural Killers” (NK), neutréfilos, macrofagos e eosindfilos
(revisto por Olivieri, 2004). Todas essas cé¢lulas possuem receptores, que com o auxilio
do fator de necrose tumoral (TNF)-a., ativam macrofagos para produzir citocinas (IL-1 e
IL-6) e 6xido nitrico (NO) (Gazzinelli et al., 1992; Brener & Gazzinelli, 1997). As
células NK sdo capazes de produzir interferon-y (IFN-y) durante a fase aguda da
doenga, em resposta as formas tripomastigotas e independente das células T (Cardillo et
al., 1996). Embora em menor intensidade, as células NK estdo envolvidas na destrui¢ao
das células infectadas quando hé alteragdio no Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) do tipo 1. Porém, os macrofagos ¢ que sao as células
fundamentais para o controle da replicacdo do parasito através da fagocitose, sintese
de citocinas pro-inflamatorias e NO (Brener & Gazzinelli, 1997).

Estudos da resposta imune humoral demonstram que os anticorpos sao
instrumentos importantes de defesa do hospedeiro, durante a infec¢do. No inicio da
infec¢do, o parasito induz uma resposta humoral polisotipica (principalmente IgM e
IgG), com predominancia de anticorpos que diferem em nivel e atividade funcional
(Bouhdid et al., 1994). A ativacdo policlonal dos linfécitos B ¢ dependente de linfocitos
T (LT) CD4" (Minoprio et al., 1986) e contribui para uma redugio da parasitemia e
eliminacdo das formas sanguineas. Cordeiro et al. (2001) observaram que os pacientes
chagasicos com a forma clinica indeterminada apresentavam altos niveis de
imunoglobulinas da classe IgG, em especial IgG1l e IgG3, sugerindo o envolvimento
desses isotipos no controle da doenga. Krettli & Brener (1982) demonstraram a
existéncia de anticorpos protetores contra formas sanguineas vivas de T. cruzi,

denominados anticorpos liticos. Esses anticorpos induzem a lise dos parasitos mediada
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por complemento e diferem dos anticorpos convencionais detectados nos diagnosticos
sorologicos.

No entanto, a resposta celular ¢ a mais importante no combate ao T. cruzi na fase
inicial da doenca, correspondendo a uma resposta sist€mica que protege contra a
replicacdo de amastigotas intracelulares. O T. cruzi é um potente ativador da resposta
Thl (resposta celular), sendo capaz de estimular melhor a sintese de citocinas pro-
inflamatorias do que os protozoarios do género Leishmania sp. (Oliveira et al., 2000). A
resposta celular ¢ mediada nas fases aguda e cronica, principalmente pelos linfocitos T
CD4", que sdo responsaveis pela indugio da imunidade protetora (Brener & Gazzinelli,
1997), ativando macréfagos, linfocitos T CD8" através de citocinas. Além disso, os LT
CD4" sdo necessarios para a producio dos anticorpos liticos.

Os LT CDS8" sdo um outro importante grupo de células, que estdo envolvidos na
producdo de citocinas e na atividade citolitica, controlando a replicagdo in vivo do
parasito e permitindo a resisténcia do hospedeiro (Brener & Gazzinelli, 1997). A
contribui¢do desta célula ¢ relevante, devido a habilidade apresentada pelo T. cruzi de
infectar células ndo linféides, onde ¢ expresso apenas o MHC I, que € reconhecido pelos
LT CDS8" (revisto por Reis & Lopes, 2000).

O MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) humano, ¢ dividido em
classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) e Classe II (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP). Ambos
sao formados por duas cadeias polipeptidicas denominadas a e 3. Em camundongos, os
genes do MHC recebem outra nomenclatura: para o MHC de classe I sao H-2K, H-2D e
H-2L e para o MHC de Classe II sao I-A e I-E. Tanto em humanos quanto em
camundongos, os MHC de classe I e II tém uma importante funcdo na regulagdo da
resposta imune, ligando e apresentando os antigenos as células T (LT CD8" e LT CD4",
respectivamente). Desse modo, acionam a sele¢do do repertorio de células que atuardo
na defesa do hospedeiro (Cruz-Robes e cols., 2004).

Na imunidade mediada por célula, os macroéfagos atuam principalmente através
da producgdo de 6xido nitrico (NO), sendo um efetor essencial no desenvolvimento da
resposta Thl contra T. cruzi, controlando a replicagdo através secre¢do de citocinas
(TNF-oq, IL-1, IL-12) e aumento de substancias co-estimulatorias (Brener & Gazzinelli,
1997).

Além das células efetoras, as citocinas sao importantes mediadores que regulam
a duracgdo e a intensidade da resposta imune. Sdo proteinas soliiveis ou glicoproteinas

produzidas por leucdcitos e outros tipos celulares, que atuam como mediadores
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quimicos. Roggero et al. (2002) pesquisaram os fatores que influenciam no
agravamento da doenca de Chagas em linhagens de camundongos resistentes e
suscetiveis a infeccdo. Os autores observaram que a disparidade na relacdo entre as
citocinas pr6 e anti-inflamatorias foi a variavel associada com o aumento da morbidade.
De fato, a resisténcia a infeccdo durante a fase aguda estd diretamente relacionada a

ativacao de macrofagos mediada por citocinas (DosReis, 1997).

1.4 Quimioterapia da doenca de Chagas: o Benzonidazol

O tratamento etiologico da doenga de Chagas ¢ uma questdo ainda nao
completamente resolvida, apesar de passados 100 anos de descoberta da enfermidade.
Esse ponto tem sido alvo de muitas pesquisas na busca de novos farmacos que sejam
eficazes no combate ao T. cruzi, principalmente durante a fase cronica da doenga de
Chagas. Essa fase ¢ o periodo em que a maioria dos pacientes ¢ diagnosticada e onde o
Benzonidazol, tinico medicamento disponivel para o tratamento no Brasil, tem sua
eficacia mais limitada (Cangado, 2002). Atualmente, o0 BZ ¢ o unico farmaco disponivel
para o tratamento no Brasil, uma vez que o Nifurtimox foi retirado do mercado devido a
sua toxicidade. A cura pelo BZ depende da suscetibilidade das cepas de T. cruzi, estagio
da doenga e fisiologia do hospedeiro.

O BZ ¢ um farmaco nitroheterociclico (N-benzil-2-nitro-1imidazolacetamida,
Figura 2) produzida anteriormente pela Roche, sob o nome de Rochagan®. Atualmente,
a producdo do BZ estd sendo realizada no Brasil pelo laboratorio farmacéutico central
do estado de Pernambuco. O mecanismo de agao do BZ esta relacionado a alteracao de
macromoléculas de forma covalente, através de intermediarios nitroreduzidos, sem a
geracdo de radicais livres (Urbina, 1999). Os efeitos colaterais mais comuns sao
dermatites por hipersensibilidade, anorexia, vomito, polineurite ¢ depressao da medula
ossea (Cangado, 2002).

A falha terapéutica de infec¢des cronicas em pacientes chagésicos tratados com
nitroderivados tem sido constatada em diversos trabalhos (Urbina, 1999; Braga, et al.,
2000). Além disso, o tratamento ¢ pode ser ineficaz em casos de imunossupressao
medicamentosa ou ainda para portadores da SIDA. Um grande obstaculo para obtencao
da cura parasitologica ¢ a grande variabilidade genética das populacdes de parasitos
(Brener & Chiari, 1967) e a existéncia de cepas naturalmente resistentes as farmacos
(Murta et al., 1998), o que pode estar relacionado a origem geografica das mesmas

(Filardi & Brener,1987).
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Cangado (1999) publicou uma avaliacdo do tratamento etioldégico da doenga de
Chagas com BZ, em 21 pacientes tratados na fase aguda e examinados entre 13 a 21
anos depois do tratamento e 113 pacientes tratados na fase cronica, examinados entre 6
a 18 anos apods o emprego da medicagdo. A partir das provas determinadas como critério
de cura observou-se que o BZ foi eficaz no tratamento de 76% dos pacientes chagésicos
tratados na fase aguda e apenas em 8% dos pacientes tratados na fase cronica, ficando

evidente que a fase da doenga influencia na eficécia terapéutica.
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Figura 2 — Estrutura quimica do Benzonidazol.

Além da baixa eficacia e dos efeitos colaterais, ainda existe o fenomeno de
resisténcia natural do T. cruzi ao BZ e ao NFX. Filardi & Brener (1987) verificaram que
algumas cepas de T. cruzi apresentavam resisténcia a farmacos, inclusive algumas
provenientes do ambiente silvestre, sem prévio contato com pacientes tratados. Outro
ponto importante ¢ a comprovada dependéncia do BZ pelo sistema imune do
hospedeiro. Hospedeiros com o sistema imune deficiente tém redugao na eficacia do BZ

(Romanbha et al., 2002; Ferraz et al., 2007).

1.5 Evidéncias experimentais e clinicas da cooperacdo do sistema
imune na eficacia do tratamento da doenca de Chagas

De diferentes formas a quimioterapia e o sistema imune podem interagir durante
o tratamento etiologico das infecgdes parasitarias. Essa interacdo pode ser através de
uma ac¢do sinérgica entre o firmaco e os componentes imunoldgicos do hospedeiro que
leva a cura e induz prote¢do, assim como através da imunoterapia que potencia a
eficacia do tratamento em alguns casos. Além disso, a quimioterapia pode induzir
imunossupressao, alterando a resposta produzida pelo hospedeiro e agravando a doenca
(Targett, 1985).

Tais processos de interacdo entre o sistema imune e a eficacia do tratamento ja

foram demonstrados para algumas parasitoses como a malaria, onde Taliaferro (1948)
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observou que frangos esplenectomizados infectados com Plasmodium gallinaceum
respondiam a quinina de maneira menos efetiva do que os frangos imunocompetentes.
Mayxay et al. (2001) estudando a malaria causada pelo Plasmodium falciparum,
observaram que pacientes submetidos ao tratamento e curados, apresentavam niveis
séricos de imunoglobulinas do tipo IgG e IgM superiores aos pacientes nao curados,
evidenciando o papel dos anticorpos na resposta terap€utica antimalarica.

O tratamento com pentamidina dimetilsulfonato, aumentou a resposta
linfoproliferativa e os niveis séricos de anticorpos em caes portadores da leishmaniose
visceral em relagdo aos cdes que ndo receberam tratamento (Rhalem et al., 1999). Na
esquistossomose, o Praziquantel foi menos efetivo em camundongos depletados de
células T e infectados com Schistosoma mansoni do que em camundongos normais
(Doenhoff et al., 1987). Ali e cols. (2003), verificaram que o tratamento de pacientes
com microfilariose causada por Onchocerca volvulus com Ivermectina, foi seguido por
um aumento na resposta imune que reduziu significantemente o efeito dermatolégico da
parasitose em portadores da forma atenuada da doenga. Esse efeito nao foi observado no
grupo controle portador da forma severa.

Assim como em outras parasitoses, a doenca de Chagas tém a resposta
imunologica como um importante fator na resisténcia e controle da infec¢ao pelo T.
cruzi. Alguns trabalhos tem evidenciado a importancia do sistema imune na eficacia do
tratamento terapéutico. Indicios dessa acdo cooperativa foram obtidos através de
trabalhos realizados com o NFX. Lelchuk et al. (1977a,b) observaram que o tratamento
com NFX pode suprimir a resposta imune mediada por célula. Meckert et al. (1988)
constataram que camundongos chagésicos cronicos submetidos ao tratamento com NFX
apresentam uma redug@o dos anticorpos anti—T. cruzi envolvidos na destruicdo dos
parasitos. Essa reducdo causa uma perda na resisténcia a reinfec¢do com alto inoculo de
parasito, pois altera a resposta imune humoral. Diferentemente, os animais chagasicos
ndo-tratados controlaram melhor o nivel de parasitemia, assim como os camundongos
primo-inoculados.

O BZ tem sido alvo de diversas pesquisas experimentais e clinicas para
avaliacdo da resposta imunologica durante a quimioterapia, visando identificar o grau de
interagdo entre ambos e a interferéncia na cura. Lages-Silva et al. (1990) observaram
que macrofagos de camundongos tratados com Megazol, NFX e BZ apresentaram maior
fagocitose das formas sanguineas de T. cruzi, quando comparados aos controles nao-

tratados. O parasito desaparecia da circulacdo sanguinea cerca de seis horas apos a
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administracdo de uma unica dose do quimioterapico. Os autores sugeriram que a
interagdo entre o firmaco e o sistema imune ¢ fundamental para cura, podendo haver
alteracdes da membrana de superficie do parasito apos o tratamento, expondo moléculas
reconhecidas pelo sistema imunoldgico.

Resultados semelhantes foram descritos por Murta e cols. (1999). Os autores
verificaram um aumento significativo na fagocitose e destrui¢do dos parasitos por
macrofagos de camundongos incubados com tripomastigotas ap6ds 3 horas de tratamento
com BZ. Também foi constatado um aumento nos niveis de IL-12, TNF-a ¢ NO
induzidos por IFN-y. Porém, esse efeito foi observado apenas em animais infectados
com cepas de T. cruzi sensiveis ao BZ, sugerindo que a interagdo do sistema imune com
a eficdcia terapéutica na doenca de Chagas, depende também de caracteristicas
biologicas do parasito.

Piaggio e cols. (2001) analisaram o efeito imunologico do tratamento com BZ de
ratos infectados pelo T. cruzi. Estes ratos foram submetidos a diferentes esquemas
terapéuticos: dose curativa de BZ, IFN-y recombinante, dose subdtima de BZ ¢ BZ +
[FN-y recombinante. Os grupos que receberam BZ tiveram reducdo de metabolitos
derivados de NO, ao contrario do que ocorreu em ratos que receberam apenas IFN-y
recombinante. Além disso, os ratos que receberam apenas IFN-y recombinante ou dose
subotima de BZ, apresentaram aumento nos niveis de IL-1B e IL-2, que estiveram
reduzidos no grupo que recebeu BZ em conjunto com a imunoterapia com IFN-y. Esses
resultados evidenciam que ha diferenca no efeito imunomodulador de acordo com o
protocolo de tratamento empregado.

Olivieri et al. (2002) ao realizarem tratamento de camundongos suicos
infectados com a cepa Y de T. cruzi, verificaram que o BZ induziu esplenomegalia no 9°
dia de tratamento, seguida pelo aumento no nimero de células no baco e linfonodos.
Esse efeito persistiu até o 14° dia e ndo foi observado em camundongos nao tratados. A
analise do fenotipo de linfocitos realizada no 14° dia, demonstrou que o BZ induz uma
regulagio baseada na expansdo de LT CD8" efetores e de memoria, gerando uma
concentracdo de LT que conferem resisténcia a um segundo desafio e reduzem a
frequéncia da apoptose nos 6rgdos linfoides periféricos.

A utilizagdo de rIL-12, em conjunto com o tratamento pelo BZ de camundongos
infectados com a cepa resistente Colombiana, aumentou significativamente a taxa de
cura de 13% para 69-100% (Michailowsky et al., 1998). Bahia-Oliveira e cols. (1998 e
2000) realizaram pesquisa clinica e imunoldgica de pacientes que haviam sido tratados
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com nitrofuranos (NFX ou BZ) durante a fase aguda. Os pacientes curados
apresentavam resposta imune proliferativa contra T. cruzi com niveis de IFN-y maiores
que os pacientes ndo-curados, podendo indicar a importancia dessa citocina na cura da
infec¢ao humana.

Em estudo realizado no nosso laboratorio, Romanha e cols. (2002) testaram a
atividade das citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-12 e TNF-a, da citocina anti-
inflamatoria 1L-4 ¢ da iNOS, na cura parasitologica da infeccdo experimental pelo T.
cruzi. Para isso, utilizaram camundongos normais e knockouts infectados com a cepa Y
e tratados com BZ. Os resultados mostraram cura de 100% nos camundongos selvagens
e falha completa do tratamento em camundongos depletados de IFN-y. Isso evidencia a
influéncia do IFN-y assim como da IL-12, na eficacia da quimioterapia com BZ. Em
outro trabalho, foi mostrado a importancia dessas mesmas citocinas na atividade do

Posaconazol (Ferraz et al., 2007).

1.6 Novas alternativas para a quimioterapia da doenca de Chagas

Desde o surgimento dos nitroderivados, muitas tentativas tém sido feitas,
testando inimeros farmacos e principios ativos provenientes de produtos naturais na
busca de atividade anti-T. cruzi (Brener, 1984; de Castro, 1993; Coura & de Castro,
2002). As substancias testadas sdo escolhidas através de estudos que identificam alvos
metabolicos do parasito, ou novos compostos de forma empirica.

Atualmente, os alvos bioquimicos da quimioterapia experimental incluem a
sintese de ergosterol, enzimas como a tripanotiona redutase, cisteina protease,
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase,
DNA topoimerases, dihidrofolato redutase e farnesilpirofosfato sintase (Urbina, 1999;
Coura & de Castro).

Entre os alvos citados, destacam-se os compostos ativos sobre a sintese de
ergosterol, os chamados inibidores da biossintese de ergosterol (IBEs), muito eficazes
na deplegao do ergosterol endogeno ou no acumulo de intermediarios toxicos (Urbina et
al.,, 1997). O ergosterol ¢ um componente da membrana fundamental para o
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia do T. cruzi, além de ser importante para
sua proliferagdo in vitro. Por essa razdo, ¢ um alvo potencial para a pesquisa de
quimioterapicos (Urbina, 1999). Diferentemente ao T. cruzi, as células do hospedeiro

vertebrado sao dependentes de colesterol e ndo de ergosterol. O colesterol e o ergosterol

30



apresentam diferencas estruturais bem caracteristicas. O ergosterol possui o carbono 24
(C24) da cadeia lateral metilado, e o colesterol ndo possui substituinte nesta posi¢do. O
colesterol possui apenas uma insaturagio no anel B (C>°), enquanto que o ergosterol
possui duas insaturagdes no anel B (C>% C”*) e¢ uma insaturacio na cadeia lateral
(C***). Uma nova geracdo de derivados azolicos foi desenvolvida, os bis-triazois. Eles
tém demonstrado grande eficacia e atividade contra o T. cruzi, agindo sobre alvos
especificos do metabolismo de ergosterol, principalmente sobre a enzima Cl4a-
desmetilase. Com a inibi¢do dessa enzima, ndo ha a formacao do zimosterol a partir do
lanosterol, interrompendo a biossintese do ergosterol (Urbina, 1997). Buckner et al.,
(2003) demonstraram que a enzima Cl4a-desmetilase ¢ expressa em todos os estagios
de vida do T. cruzi, sendo um potencial alvo metabdlico para a quimioterapia.

Com as limitagdes no uso do BZ faz-se necessario o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento da doenca de Chagas. Ainda que se interrompa a
transmissdo, hd um nimero muito de grande de pacientes chagasicos cronicos. No
entanto, ndo tem sido feito investimento da industria farmacéutica nessa linha de
pesquisa, o que classifica a doenga de Chagas como uma “doenga negligenciada”.
Segundo a organiza¢do nao-governamental DNDI (Drugs for Neglected Disease
Initiative) apesar de haver um grande nimero de trabalhos cientificos que tratam da
biologia, imunologia e genética do T. cruzi, ndo ha uma conversao desse conhecimento
em novos farmacos. Ao contrario, a doenca de Chagas tem sido progressivamente
marginalizada por ndo oferecer um retorno financeiro suficiente para que a industria
farmacéutica invista em pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos voltados
para seu tratamento (DNDI, 2009). Desse modo, atualmente, a estratégia utilizada na
tentativa de resolugdo deste problema baseia-se na busca de novos alvos moleculares e
de farmacos disponiveis comercialmente para outros fins que atuem contra alvos

moleculares do T. cruzi. Essas duas abordagens serdo descritas a seguir.

1.7 Busca de novos alvos para a quimioterapia da doenca de Cha