Universidade Federal de Ouro Preto

Escola de Farméacia

MARINA GONCALVES CAETANO DE ANDRADE

TRIAGEM DE ATIVIDADE ANTI TRYPANOSOMA CRUZI E DESENVOLVIMENTO
DE FORMULACOES NANOESTRUTURADAS DE COMPOSTOS SINTETICOS
DERIVADOS DO SRPIN340 COM NUCLEO 1,2,3-TRIAZOL

Quro Preto

2023



MARINA GONCALVES CAETANO DE ANDRADE

Triagem De Atividade Anti Trypanosoma Cruzi e Desenvolvimento De
Formulacdes Nanoestruturadas De Compostos Sintéticos Derivados Do SRPIN
340 Com Nucleo 1,2,3-Triazol

Trabalho de conclusdo de curso apresentado
como parte dos requisitos para a obtencéo do
grau de Bacharel em Farmacia do Curso de
Farmacia da Universidade Federal de Ouro
Preto.

Orientadora: Profa. Dra. Raquel Silva Araujo
Coorientadora: Dra. Fernanda Karoline Vieira

da Silva Torchelsen

Ouro Preto

2023



SISBIN - SISTEMA DE BIBLIOTECAS E INFORMACAO

A553t Andrade, Marina Goncalves Caetano de.

Triagem de atividade anti trypanosoma cruzi e desenvolvimento de
formulacdes nanoestruturadas de compostos sintéticos derivados do
Srpin340 com nucleo 1,2,3-triazol. [manuscrito] / Marina Goncalves
Caetano de Andrade. - 2023.

46 f.: il.:, graf., tab..

Orientadora: Profa. Dra. Raquel Aradjo.

Coorientadora: Dra. Fernanda Torchelsen.

Monografia (Bacharelado). Universidade Federal de Ouro Preto.
Escola de Farmécia. Graduacdo em Farmécia .

1. Doenca de Chagas. 2. Trypanosoma cruzi. 3. Nanotecnologia. I.

Araujo, Raquel. Il. Torchelsen, Fernanda. lll. Universidade Federal de Ouro
Preto. IV. Titulo.

CDU 616.937

Bibliotecario(a) Responsavel: Soraya Fernanda Ferreira e Souza - SIAPE: 1.763.787




MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
REITORIA
ESCOLA DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

FOLHA DE APROVACAO

Marina Gongalves Caetano de Andrade

Triagem de atividade anti trypanosoma cruzi e desenvolvimento de
formulagdes nanoestruturadas de compostos sintéticos derivados do
Srpin340 com nucleo 1,2,3-triazol.

Monografia apresentada ao Curso de Farmdcia da Universidade Federal
de Ouro Preto como requisito parcial para obtengdo do titulo de Farmacéutica.

Aprovada em 06 de setembro de 2023

Membros da banca

Dra. Raquel Silva Araujo - Orientadora - Universidade Federal de Ouro Preto
Dra. Fernanda Karoline Vieira da Silva Torchelsen - coorientadora- Universidade Federal de Ouro Preto
Dra. Luana Cristina Faria Carvalho Milagre - Universidade Federal de Ouro Preto
Msc. Mdrcia Célia Pacheco Fialho - Universidade Federal de Ouro Preto

Raquel Silva Araujo, orientadora do trabalho, aprovou a versao final e autorizou seu depdsito na Biblioteca Digital de Trabalhos de Concluséo de
Curso da UFOP em 21/11/2023

Documento assinado eletronicamente por Raquel Silva Araujo, PROFESSOR DE MAGISTERIO SUPERIOR, em 21/11/2023, as 16:51,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

il
Sel g
assinatura L]
eletrénica

Referéncia: Caso responda este documento, indicar expressamente o Processo n2 23109.015947/2023-15 SEI n2 0627951

R. Diogo de Vasconcelos, 122, - Bairro Pilar Ouro Preto/MG, CEP 35402-163
Telefone: (31)3559-1069 - www.ufop.br


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://sei.ufop.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
http://sei.ufop.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

A conclusao deste trabalho representa o término de uma jornada repleta de
desafios, aprendizados e, principalmente, de apoio inestimavel. Gostaria de expressar
meus sinceros agradecimentos as orientadoras, colaboradores do LADOC, familiares
e amigos que estiveram ao meu lado durante todo esse processo, além daqueles que

de alguma forma contribuiram para conclusdo desta etapa.

As minhas orientadoras, que compartilharam seu conhecimento, tempo e
experiéncia para me ajudar a dar vida a este trabalho, estou profundamente grata.
Suas contribuicbes foram fundamentais para a pesquisa e desenvolvimento deste
projeto. Cada conversa, cada conselho e cada revisdo critica foram valiosos para o
meu crescimento académico e profissional. Obrigado por aceitarem e acreditarem

neste projeto.

A minha familia, quero agradecer por ser a base sélida que sustentou meu
caminho durante toda a jornada da graduacgéao. Vocés sempre estiveram ao meu lado,
me apoiando nos momentos dificeis e comemorando comigo nos momentos de
conquista. A paciéncia, amor e compreensao foram a forca motriz que me impulsionou

a alcancar este objetivo.

Ao0s meus amigos, que me apoiam e incentivam ao longo de todos esses anos,
quero dizer que nao teria sido 0 mesmo sem vocés. Suas palavras de encorajamento,
0 apoio e a alegria que trouxeram aos meus dias tornaram essa jornada mais leve e

mais significativa.

Este TCC representa mais do que um simples trabalho académico. Ele é o
resultado de muitos desafios superados, noites em claro e determinacédo. Cada um de
vocés desempenhou um papel crucial nessa realizagéo, e sou eternamente grata por
isso. Levarei comigo o apoio e o carinho que recebi de todos vocés nesse tempo.
Espero poder retribuir, de alguma forma, toda a generosidade ao longo desta jornada.
Mais uma vez, obrigado! Esta é uma vitéria que compartilhamos, e cada um de vocés

tem um lugar especial nela.



RESUMO

A doenca de Chagas, uma doenca parasitaria negligenciada causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. Os
tratamentos convencionais incluem medicamentos antiparasitarios, como o nifurtimox
e 0 benznidazol, mas a eficacia desses medicamentos é limitada devido a
disseminacao do parasita em diversos 6rgdos do hospedeiro. Além disso, os efeitos
colaterais decorrentes da quimioterapia levam muitos pacientes a interrup¢do do
tratamento. Dado o cenério desafiador no tratamento da doenca de Chagas, ha
necessidade de novos compostos, formulagdes ou tratamentos. Uma vertente € a
pesquisa de novos compostos oriundos de sintese que sejam facilmente transponiveis
para a escala industrial. Outra vertente é o uso de nanoformulacbes para obter
liberagdo prolongada, menos efeitos colaterais e melhorar a biodisponibilidade de
farmacos. Este trabalho realizou um teste de atividade anti-T. cruzi in vitro e in vivo de
dois novos compostos (SM-5H e SM-5E), derivados do SRPIN 340 com nucleo 1,2,3-
triazol; além disso, também foram desenvolvidas formulacdes de nanocapsulas para
cada composto. Os resultados da avaliacdo atividade anti-T. cruzi in vitro mostrou
que ambos compostos foram ativos, com ICso 6,96 e 6,38 UM para SM-5H e SM-5E
respectivamente, frente a amastigotas de cepa Y. O CCso dos compostos em células
VERO foi de 69,18 pM (SM-5H) e 33,88 uM (SM-5E), que quando comparado a dados
da literatura do medicamento benznidazol, apresentaram maior citotoxicidade. Em
experimentos com camundongos Swiss infectados com cepa Y de T. cruzi, os
tratamentos resultaram em reducao da parasitemia quando usando SM5H ou SM-5E,
sendo o desempenho do composto SM-5H nao diferente do tratamento feito com
benznidazol. As formulagdes desenvolvidas para 0s compostos resultaram em
formulagdes coloidais com caracteristicas de tamanho médio (~180 nm) e carga
superficial ao redor de -43,5 mV compativeis com sistemas do tipo nanocapsulas.
Com a descoberta desses compostos ativos in vivo e formulacdes desenvolvidas,
serdo avaliados futuramente os efeitos dos tratamentos com nanocapsulas contendo
SM-5H ou SM-5E na eficacia do tratamento da doenca de Chagas experimental em

modelo camundongo.

Palavras chave: Doenga de Chagas, Tratamento, T. cruzi, Formula¢gdes Nanoestruturadas.



ABSTRACT

Chagas disease, a neglected parasitic disease caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi, affects millions of people around the world. Conventional
treatments include antiparasitic medications such as nifurtimox and benznidazole, but
the effectiveness of these medications is limited due to the spread of the parasite to
various organs of the host. Furthermore, side effects resulting from chemotherapy lead
many patients to interrupt treatment. Given the challenging scenario in the treatment
of Chagas disease, there is a need for new compounds, formulations or treatments.
One aspect is the search for new synthetic compounds that are easily transposable to
an industrial scale. Another aspect is the use of nanoformulations to obtain prolonged
release, fewer side effects and improve the bioavailability of drugs. This work
performed an anti-T. cruzi in vitro and in vivo of two new compounds (SM-5H and SM-
5E), derived from SRPIN 340 with a 1,2,3-triazole nucleus; Furthermore, nanocapsule
formulations were also developed for each compound. The results of the anti-T. cruzi
in vitro showed that both compounds were active, with IC50 6.96 and 6.38 uM for SM-
5H and SM-5E respectively, against strain Y amastigotes. The CC50 of the compounds
in VERO cells was 69.18 uM (SM-5H) and 33.88 uM (SM-5E), which when compared
to literature data for the drug benznidazole, showed greater cytotoxicity. In experiments
with Swiss mice infected with strain Y of T. cruzi, the treatments resulted in a reduction
in parasitemia when using SM5H or SM-5E, with the performance of the SM-5H
compound being no different from the treatment with benznidazole. The formulations
developed for the compounds resulted in colloidal formulations with medium-sized
characteristics (~180 nm) and surface charge around -43.5 mV compatible with
nanocapsule-type systems. With the discovery of these active compounds in vivo and
developed formulations, the effects of treatments with nanocapsules containing SM-
5H or SM-5E on the efficacy of treating experimental Chagas disease in a mouse

model will be evaluated in the future.

Keywords: Chagas Disease, Treatment, T. cruzi, Nanostructured Formulations
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Introducéo

A doenca de Chagas (DC) foi descoberta por Carlos Chagas em 1909. E
considerada uma doenca negligenciada, e é responsavel por altas taxas de
mortalidade e morbidade nas regides endémicas, como a América Latina (WHO,
2021). Causada pelo protozoario T. cruzi, essa doenca acomete cerca de 8 milhdes
de pessoas pelo mundo e pode ser transmitida de forma vetorial, de forma congénita,
por transfusdo de sangue ou 6rgaos, ou por alimentos contaminados (WHO, 2021). A
transmissao vetorial, através das fezes contaminadas do barbeiro apds sua picada, é
a maneira classica de contaminacao da doenca (PRATA, 2001), porém, atualmente a
principal responséavel pela ocorréncia de casos agudos é contaminacdo por via oral
(SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). A DC é um desafio mundial devido a
expansado de seus casos para regides nao-endémicas como paises da Europa,
Estados Unidos, Japao e Australia. Essa expansdo € resultado da migracdo de
individuos infectados das regides endémicas para esses paises (SCHMUNIS;
YADON, 2010).

Os Unicos tratamentos disponiveis para a DC utilizam os farmacos nifurtimox
(NF) e benznidazol (BZ) (COURA e CASTRO, 2002). Na fase aguda, o objetivo
principal do tratamento € eliminar o parasita do organismo, ja na fase crénica, é evitar
a progressao da doenca. Ambos os medicamentos (NF e BZ) sdo administrados por
via oral e podem ser utilizados tanto na fase aguda como na fase cronica da doenca
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2012), sendo preconizado no Brasil o tratamento
utilizando BZ (BRASIL, 2018). A duracao do tratamento é de cerca de 60 dias e pode
variar de acordo com o estagio da infeccéo e a gravidade dos sintomas (BERN, 2015;
BRASIL,2018). Embora sejam eficazes na fase aguda, os medicamentos
antiparasitarios, especialmente o BZ, tém sua efetividade reduzida na fase cronica da
DC. Isso ocorre porque, nessa fase, o parasita se encontra em menor quantidade e
alojado principalmente nos tecidos do hospedeiro de forma disseminada, o que
dificulta sua eliminagcdo completa. Além disso, estes medicamentos tripanocidas
causam efeitos colaterais significativos, como nauseas, vomitos e reacdes alérgicas,
gue podem levar a interrupcdo do tratamento ou a diminuicdo da adeséo do paciente
a terapia (COURA; CASTRO, 2002; CONSENSO, 2015).

Visto que atualmente n&o existe um farmaco ideal usado no tratamento da DC,

e que existem de cepas do T. cruzi resistentes aos medicamentos usados atualmente
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(FILARDI; BRENER, 1987), que o alcance da terapia atual aos amastigotas
intracelulares € limitado, e por isso requerem altas doses, gerando mais efeitos
adversos (GUEDES et al.,, 2006; MAZETTI et al.; 2014), além das altas taxas de
abandono do tratamento por efeitos adversos causados pelo BZ e NF (COURA; DE
CASTRO, 2002; PEREZ-MOLINA;MOLINA, 2017), a busca por compostos como

novas formas de tratamento se torna necessaria.

Na busca de novos farmacos ou tratamentos para a DC sdo propostas o
reposicionamento de farmacos, a associacdo de ativos ao BZ ou NF, dentre outros
(COURA; CASTRO, 2002). Diversos trabalhos exploraram o reposicionamento de
farmacos, em especial dos antifingicos para a DC, como o itraconazol (MOREIRA DA
SILVA et al,2012), e outros farmacos contendo nucleo triazélico. Outros trabalhos
focados em associacdo de farmacos, centraram-se reducdo na dose utilizada de BZ
guando combinado com os inibidores da biossintese de ergosterol (CUNHA et
al.,2019; MAZZETI et al.,2021). Dentre as pesquisas que avaliaram novos compostos
ativos entre substancias naturais, destaca-se o trabalho de Branquinho et al. (2014),
gue obteve cura in vivo em fases aguda e crénica da DC em camundongos. Porém,
substancias naturais possuem um entrave quanto a quantidade de ativo
disponibilizado ao final da extracao e purificacdo, o que 0s torna menos interessantes
guando comparados a produtos oriundos de sintese, que por sua vez podem ser mais
facilmente transponiveis a escala industrial. Dentre os produtos obtidos por sintese e
avaliados em DC, tem-se os compostos derivados do SRPIN 340). Na sua maioria
sdo compostos lipofilicos o que dificulta sua formulagéo e acéo in vivo.

Para contornar o problema de baixa solubilidade aquosa de farmacos, outra
vertente que cresce na busca de novas terapias em DC é a de formulacdes
nanoestruturadas (MAZETTI et al., 2021). As nanocapsulas séo sistemas vesiculares
poliméricos que além de proteger o ativo veiculado de degradacédo, podem melhorar
sua biodisponibilidade e prolongar sua liberagdo no organismo (FESSI et al., 1989;
BRAQUINHO et al., 2017).

Dessa forma, com o objetivo de identificar novas substancias ativas contra T.
cruzi, este trabalho avaliou in vitro e in vivo dois compostos sintéticos (SM-5H e SM-
5E) derivados do SRPIN340 contendo em sua estrutura nucleo 1,2,3-triazol. Além

disso, também desenvolveu formula¢des de nanocapsulas destes compostos.



1. Revisado da literatura

1.1 A doenca de Chagas

O parasita T. cruzi é o causador da DC. Seu ciclo de vida é complexo, envolve
diferentes tipos de hospedeiros e variagdes morfoldgicas. As formas replicativas sédo
a amastigota intracelular encontrada nos tecidos dos mamiferos, e a epimastigota,
presente no tubo digestivo do inseto vetor. Os tripomastigotas metaciclicos,
encontrados nas fezes e na urina do vetor triatomineo, sdo a principal forma néo
replicativas e infectante. Também s&o formas infectantes os tripomastigotas
sanguineos, que sdo encontrados no sangue de mamiferos, que transmite a doenca

por meio de transfusdes de sangue ou verticalmente. (FIOCRUZ, 2015).

O ciclo de vida do parasito se inicia quando o vetor, infectado com o parasita,
excreta proximo ao local da picada ao se alimentar do sangue de um hospedeiro
vertebrado. Os tripomastigotas metaciclicos presentes nas fezes, infectam o
hospedeiro ao serem levados a regido de mucosa ou a ferida aberta no repasto
sanguineo do vetor. No interior do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas invadem
células, se transformam em amastigotas e replicam. Quando as células hospedeiras
estdo saturadas de parasitas, esses protozoarios passam por uma transformacao a
forma de tripomastigotas. Quando essa superlotacdo ocorre, as células hospedeiras
se rompem, liberando o0s protozodrios na corrente sanguinea (tripomastigotas
sanguineo), a partir da qual podem se disseminar para outros 6rgdos do corpo e
podem infectar vetores triatomineos durante uma nova alimentacdo sanguinea. No
intestino do vetor, os tripomastigotas sanguineos se transformam em epimastigotas,
se multiplicando ativamente. Essas formas se diferenciam novamente, se tornando
tripomastigotas metaciclicos. Quando o triatomineo defeca durante uma nova
alimentacdo, os tripomastigotas metaciclicos sao eliminados nas fezes, reiniciando o
ciclo (TEIXEIRA et al., 2006).

A infeccdo pelo T. cruzi pode ocorrer de diferentes formas. A forma vetorial, é
a forma mais comum de contaminagdo e ocorre pela picada do vetor triatomineo,
popularmente conhecido como barbeiro, infectado como parasita (COURA; DIAS,
2009). A forma congénita varia, podendo representar até 5 % dos casos em mulheres
infectadas durante a gravidez. A contaminacdo por transfusdo sanguinea ou por

transplante de 6rgados é baixa, podendo atingir 1% dos casos (TEIXEIRA et al., 2006).
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A contaminacao oral ocorre quando as pessoas ingerem alimentos ou bebidas
contaminadas com fezes ou urina de triatomineos infectados, ou até mesmo com o
préprio parasita presente em alimentos, como frutas nao higienizadas
adequadamente. Essa via de infeccdo tem sido associada a surtos da doenca em
regides como a regido Amazonica (JUNQUEIRA et al., 2005). Além disso, a relevancia
nas diferentes formas de transmisséo pode variar significativamente dependendo da
regido (PRATA, 2001).

O individuo infectado com a doencga geralmente ndo apresenta sintomas na
fase inicial ou apresenta sintomas inespecificos, porém, um terco dos infectados
evoluem para forma sintomatica ou fase crénica da doenca. (DURAN-REHBEIN et al.,
2014).

A DC pode apresentar duas fases, com caracteristicas distintas. A fase aguda,
gue € o periodo apods a infeccdo pelo protozoario, e a fase crénica, que se caracteriza
pela persisténcia do parasita no organismo do paciente, mesmo que em quantidades
reduzidas, podendo durar toda a vida do individuo. A fase aguda, quando sintomatica,
geralmente apresenta os primeiros sinais que incluem febre, mal-estar, fadiga, dor de
cabeca e perda de apetite, além de linfadenopatia regional, hepatomegalia e/ou
esplenomegalia, miocardite, e, em alguns casos pode haver a resolucédo espontanea
dos sintomas da fase aguda, e a doenca evolui para a fase cronica. (COURA;
CASTRO, 2002; SCHMUNIS; YADON, 2010). Além desses sintomas, ainda podem
ocorrer manifestagcdes na porta de entrada do protozoario na pele e mucosa do
individuo infectado, conhecidas como sinal de Romafia, uma manifestacéo clinica que
se relaciona com a infec¢ao através da mucosa ocular, e 0 chagoma de inoculacao,
uma leséo inflamatéria e edematosa que surge no local de entrada do parasita no
corpo do hospedeiro em resposta a picada do inseto vetor (ROMANA, 1935; PRATA,
2001; COURA; DIAS, 2009). Quando a fase aguda é assintomatica, na maioria das
vezes, a infeccdo por T. cruzi é subdiagnosticada (CANCADO, 2002).

A fase crbnica da doenca evolui progressivamente e pode ser subdividida em
4 formas, a forma indeterminada, a cardiaca, digestiva ou mista. Na forma
indeterminada o paciente apresenta sorologia positiva, mas ndo possui manifestacao
clinica. A forma indeterminada pode durar até 20 anos apos a infeccdo, ou até mesmo

a vida toda, assintomética, sem alteracdes radiolégicas, eletrocardiogréaficas, ou
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manifestacdes de distlrbios digestivo. A forma cardiaca ocorre em aproximadamente
30% dos casos, e é caracterizada por sintomas como alteragcbes em
eletrocardiograma e insuficiéncia cardiaca. Esta forma € a mais grave da doenca, com
maior numero de o6bitos. J& na forma digestiva, 0 paciente apresenta alteracdes
morfoldgicas e funcionais no es6fago e no célon. Na forma mista o individuo infectado
apresenta sintomas das formas cardiacas e digestivas simultaneamente (PRATA,
2001; RASSI et al., 2010).

1.2 Quimioterapia da doenca de Chagas

Os farmacos BZ e o NF (figura 1) sdo os medicamentos usados no tratamento
da DC atualmente, esses medicamentos ndo apresentam resultados completamente
satisfatorios no tratamento da DC, podendo variar de acordo com o tempo de
tratamento, a fase da doenca, idade do paciente, e origem geografica (COURA;
CASTRO, 2002; CONITEC, 2015). Os dois medicamentos apresentam altas taxas de
cura parasitologica na fase aguda da doenca, mas na fase crbnica essas taxas
decaem devido a dificuldade do alcance as amastigotas intracelulares (COURA, 2002;
BORGES-PEREIRA, 2012).

O BZ e NF pertencem a classe dos compostos nitro heterociclicos, esses
medicamentos foram introduzidos no mercado entre os anos 60-70. Ambos os
medicamentos ainda ndo possuem o mecanismo de acdo totalmente elucidados
(FIOCRUZ, 2015), mas sao considerados pré-farmacos, que passam por
biotransformacdes para se tornarem a forma farmacologicamente ativa, levando a um
estresse oxidativo responsavel por danos ao DNA e outras estruturas celulares do T.
cruzi, resultando em sua morte e impedindo a replicacdo e a disseminacdo no
organismo do hospedeiro (URBINA, 2010).

N 1 2
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Figura 1: Estrutura quimica do Benznidazol (1) e do Nifurtimox (2)
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BZ é o unico medicamento fornecido pelo Sistema Unico de Saude (SUS), para
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tratamento da DC no Brasil (BRASIL, 2014). Embora haja diferencas quanto ao
percentual de cura parasitéria nas diferentes fases da doenca, existem evidéncias que
defendem a utilizac&o deles no tratamento tanto na fase aguda, quanto na fase crénica
da DC, e em todas as formas (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012. CONITEC, 2015).
Usado tanto no tratamento infantil, como no tratamento para adultos (CONITEC,
2015), as criancas demonstram tolerancia a doses mais elevadas (CARLIER et al.,
2011). A dosagem média para adultos é de 5mg/kg/dia, administrada via oral em duas
ou trés doses diarias, ao longo de um periodo de 60 dias. Utilizada na mesma
frequéncia e duracdo, o tratamento para criancas é de 10 mg/kg/dia. E importante
ressaltar que a dose diaria ndo deve ultrapassar 300 mg em nenhum caso. No Brasil,
as apresentacdes de 100 mg e 12,5mg estéo disponiveis na rede SUS. Em casos de
intolerdncia ao BZ, o NF é uma opcao terapéutica, e deve ser solicitado a OMS
(CONITEC, 2015). Atualmente, NF é utilizado em paises da América Latina como
Argentina, Uruguai e Chile (COURA; DE CASTRO, 2002).

Os efeitos adversos conhecidos ja descritos para BZ sédo hipersensibilidade,
dermatite com erupc¢ao cutanea, dores musculares e articulares, febre, depressao da
medula éssea, agranulocitose e purpura trombocitopenia, além de polineuropatia
periférica. Ja os efeitos adversos causados por NF sdo perda de peso, sonoléncia,
além de alguns disturbios digestivos, como nauseas, vomitos e colicas intestinais
(COURA; CASTRO, 2002; CASTRO et al.; 2006).

Apesar dos grandes avancos na pesquisa e nos estudos sobre o T. cruzi, por
se tratar de uma doenca negligenciada, o fomento na busca de novas terapias para o
combate a DC é pequeno, devido ao pouco interesse por parte das industrias
farmacéuticas (SCARIM et al. 2018). Diante dos problemas apresentados na terapia
da DC com os farmacos disponiveis atualmente, diferentes alternativas para terapia
medicamentosa podem ser usadas. Sao elas:

e A associacao de farmacos em uma terapia combinada entre BZ e NF
(COURA, 2009; MAZZETI et al.; 2021);

e O reajuste de dose e/ou tempo do tratamento, a fim de obter maiores
taxas de cura em tempo reduzido de tratamento, evitando o abandono
dos pacientes, e, consequentemente menos efeitos adversos,
(MARTINS et al.; 2015)



e O reposicionamento de farmacos, que é utilizar farmacos com perfil
farmacocinético e toxicologico conhecido, cujos mecanismos de acéo
possam ser usados em outros tratamentos além dos ja conhecidos
(ASHBURN; THOR, 2004; KAISER et al.; 2015);

e O desenvolvimento de novas formas farmacéuticas com 0s
medicamentos usados atualmente, buscando melhor biodisponibilidade
e biodistribuicdo (MAZZETI et al.,2021);

e A busca por novos farmacos que podem ser de origem natural ou
sintética com caracteristicas promissoras (COURA; CASTRO, 2002)

Baseando na proposta da busca por novos farmacos existem os chamados
‘lead compounds”, moléculas com boas propriedades farmacologicas e que podem
ser usados como estrutura base para o desenvolvimento de novos farmacos.
(SHARMA et al., 2015; SANTOS et al., 2018).

1.2.1. Lead compound SRPIN340

O SRPIN340 é um inibidor ATP-competitivo que atua na inibicdo de quinases
ricas em serina e arginina (SRPKs, serine arginine protein kinases) (SRPK1 e SRPK2),
gque sao cruciais para o recrutamento na maquinaria de transcricdo do RNA
mensageiro, sendo capaz de inibir a proliferacdo celular. Sendo assim, o SRPIN340
se torna promissor para o desenvolvimento de novos farmacos anti-infecciosos de
proliferacéo intracelular como o T. cruzi. Diferentes estudos sobre essa molécula tém
sido realizados para avaliar seu potencial efeito farmacolégico em diferentes doencas,
como doencas causadas por infeccéo viral e cancer (SIQUEIRA et al., 2017). Neste
trabalho o SRPIN340 foi utilizado como modelo para desenvolvimento para novos
farmacos, combinando-o a radicais 1,2,3-triazol1,4- dissubstituido (SOUSA, 2020).
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Figura 2: Estrutura quimica SRPIN 340



1.2.1.1 Derivados do SRPIN340

60 derivados de SRPIN340 (Sara Sousa, Tese, 2020) foram avaliados por
triagem in vitro no Instituto de Pesquisa René Rachou/Fiocruz Minas. Nesse processo
de triagem 2 compostos foram selecionados e indicados para novas nas avaliacdes
contra T. cruzi. Os compostos SM-5H e SM-5E s&o moléculas com nucleo 1,2,3-
triazol, que se diferem estruturalmente por um atomo de bromo ligado ao anel
aromatico e por um oxigénio em posi¢céo “para” com o nitrogénio do anel (Figura 3).

Moléculas com nucleo 1,2,3-triazol, constituem uma classe de substancias
heterociclicas, que contém um ou mais atomos de nitrogénio e que podem ou nhao
apresentar substituintes (MELO, 2006). Diversas atividades biologicas sdo atribuidas
a substéancias heterociclicas, como acdo antitumoral, antituberculose, antimicrobiana,
anti-inflamatéria e antiviral (GALLARDO et al.;2007; DA CRUZ et al.; 2014; DHEER et
al.; 2017; TEIXEIRA et al.;2012).

Medicamentos da classe azol, como Posaconazol, Ravuconazol, Itraconazol e
Fluconazol sao utilizados para tratamento de infec¢cdes causadas por fungos, e
possuem atividade satisfatéria contra T. cruzi. Eles atuam na enzima esterol 14alfa-
desmetilase (CYP51), que € necessaria para a biossintese do ergosterol. Estudos
demonstraram que assim como fungos e leveduras, o T. cruzi utiliza esteréis para sua
proliferacéo celular no seu ciclo de vida, pois constituem a membrana celular desse
organismo, assim, inibidores da biossintese de ergosterol apresentam atividade
supressiva, com potencial curativo, da DC (URBINA, 2010; URBINA e DOCAMPO,
2003). Ademais, esses farmacos mostraram seguranca metabdlica apos
administracdo e produziram menos efeitos colaterais em testes in vivo (URBINA et al.
1998).
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Figura 3: Estrutura quimica dos compostos inspirados no SPIN 340

1.3 Nanotecnologia no tratamento da DC

As nanocapsulas poliméricas (NC) sao carreadoras de ativos formadas por um
invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso (GALLARDO et al., 2007).
Elas podem ser constituidas por polimeros naturais ou sintéticos. A escolha do
polimero para as NC deve levar em conta caracteristicas como a biodegradabilidade,
disponibilidade, biocompatibilidade e auséncia de toxicidade. Esse sistema de entrega
de farmacos pode reduzir limitac6es de dissolucdo de farmacos pouco solluveis em
agua, o que permite alterar a farmacocinética e distribuicdo (MAZZETI et al., 2021,
BRAQUINHO et al., 2017).

Em comparacdo com outros sistemas nanoestruturados destinados a
administracdo oral, as NC oferecem diversas vantagens. Uma dessas vantagens
reside na sua maior estabilidade dentro do trato gastrointestinal, algo que néo € téo
evidente em lipossomas e micelas (SIQUEIRA et al., 2022). Além desse aspecto, as
NC tém a vantagem adicional de poderem ser produzidas a partir de uma variedade
de materiais poliméricos. Isso proporciona a oportunidade de ajustar as propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas, tais como sua hidrofobicidade, carga superficial,
eficiéncia de encapsulamento e padréo de liberacdo. O objetivo subjacente a essa
estabilidade é melhorar o desempenho dos sistemas nanoestruturados quando
administrados no organismo, com foco na melhoria de seu comportamento in vivo.
Esses pontos foram discutidos em estudos como os de Galindo-Rodriguez et al.

(2005), Paplied et al. (2011) e Le Droumaguet et al. (2012), demonstrando a relevancia
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e 0 potencial das nanoparticulas como veiculos eficazes para administragédo oral de
farmacos.

Tratando-se especificamente da infec¢ao pelo protozoério T. cruzi, os alvos do
tratamento sdo as formas tripomastigotas sanguineas, e as formas amastigotas
presente nas células de qualquer tecido do individuo infectado (ROMERO; MORILA,
2010). O uso da nanotecnologia contra infeccdo experimental da DC, possui
resultados promissores (MAZZETI et al, 2021), pois as formula¢gdes nanoestruturadas,
por possibilitarem melhoria dos parametros farmacocinéticos citados anteriormente,
os ativos ou farmacos apodem alcancar os alvos da DC de forma mais eficaz. O
trabalho de Branquinho et al. (2017) mostrou que um farmaco encapsulado em NC
biodegradaveis de poli (D, L -lactido) (PLA), polietilenoglicol (PEG) e poli (-
caprolactona) (PCL) exibem meia-vida plasmatica maior e assim aumentaram a
eficdcia no tratamento da fase aguda da infeccdo em modelo murino. Além disso,
essas NC podem se acumular nas células cardiacas, onde o parasita pode causar
graves danos na fase cronica da doenca (BRANQUINHO et al.,2017). Outro estudo
pré-clinico realizado com formula¢des de NC poliméricas, demonstraram reducéo da
parasitemia e diminuicdo da cardiomiopatia inflamatéria (SIQUEIRA et al., 2022).
Essas estratégias demonstram algumas das abordagens mais promissoras até o
momento utilizando nanotecnologia, das quais destaca-se o trabalho de Branquinho
et al. (2020), envolvendo a nanoformulacéo da lactona sesquiterpénica, Licnofolida
(LYC) em matrizes de polietileno glicol-polilactideo, assim como em nanocapsulas
fabricadas a partir de poli-e-caprolactona (LYC-NC), pois obtiveram elevadas taxas de
cura da DC experimental em comparacao ao BZ ou composto livre.

Dessa forma, considerando a potencialidade dos sistemas nanoestruturados
ao controlar a biodisponibilidade e liberacdo do farmaco, além da diminuicdo dos
possiveis efeitos colaterais, a nanoencapsulacédo € uma boa estratégia para farmacos
promissores no tratamento da DC. Por se tratarem de moléculas lipofilicas SM-5H
(clog P 5,01) e SM-5E (clog P 4,32) a encapsulagéo destes compostos pode levar a

bons resultados no que tange a busca de novos tratamentos da DC.

1.4. Justificativa
Diante das dificuldades no tratamento atual da DC, a baixa eficacia terapéutica do

tratamento existente, particularmente durante a fase cronica da doenca, e a toxicidade
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dos farmacos ativos existentes contra o parasito, se faz necesséria a busca por novas
alternativas de tratamento como o uso de novas substéancias derivadas do SRPIN340
que é capaz de inibir a proliferacdo celular. Além disso, possuem nucleo 1,2,3-triazol
ao qual sao atribuidas diversas atividades como como acdo antitumoral e
antimicrobiana. Mas, ainda néo foi evidenciada acao anti-T. cruzi. Assim, este trabalho
avaliou a acéo conta T. cruzi de dois novos compostos derivados do SRPIN340, SM-
5H e SM-5E, in vitro e in vivo. Além disso, desenvolveu nanoformulagdes contendo

esses novos ativos a fim de obter uma melhora no futuro tratamento para a DC.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Avaliar atividade in vitro e in vivo dos compostos sintéticos derivados do SRPIN340
com nucleo 1,2,3-triazol por teste rapido em fase aguda da DC em animais infectados

por T. cruzi, e desenvolver formulacées nanoestruturadas para 0s compostos ativos.

2.2 Objetivos especificos
I. Avaliar a citotoxicidade dos compostos SM-5H e SM-5E em células da
linhagem VERO,;
[I.  Avaliar a atividade dos compostos SM-5H e SM-5E em amastigotas de cepa Y
de T. cruzi, parcialmente resistente ao tratamento;
lll.  Avaliar a atividade in vivo dos compostos SM-5H e SM-5E em infeccéo
experimental da fase aguda da DC por teste rapido em camundongos Swiss;
IV. Desenvolver e caracterizar quanto ao tamanho, potencial zeta e indice de

polidispersao (PDI) nanocapsulas contendo os compostos SM-5H e SH-5E;
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3. Materiais e Métodos
3.1 Avaliagoes in vitro

3.1.1. Cultivo celular

Para este trabalho foram utilizadas células da linhagem VERO, que sao células
renais de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops). As células VERO foram
cultivadas em garrafas de cultura 75 cm? (Starstedt, Numbrecht, Alemanha), em meio
de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 5% de soro
fetal bovino (SFB). As células foram incubadas em condi¢Bes de atmosfera de 5% de

CO2a 37°C. E foram subcultivadas a cada 3 dias.

3.1.2 Avaliacdo da citotoxicidade por método MTT

O teste de citotoxicidade in vitro utilizando a técnica MTT é considerado um
padrdo-ouro na avaliacdo bioldgica de dispositivos médicos pelo FDA (Food and Drug
Administration). Essa abordagem consiste na capacidade das enzimas mitocondriais
presentes em células vivas e metabolicamente ativas de converterem o composto
MTT, que € originalmente uma solucdo aquosa de cores amarelas, em um produto
cristalino chamado formazan. O formazan apresenta uma cor azul-escuro/roxo e ndo
é solluvel em agua. A quantidade de formazan gerada € diretamente proporcional ao
namero de células viaveis presentes no ensaio (MOSMANN, 1983). O método
adotado neste trabalho segue a descrigdo de Mosmann (1983).

Para a realizacdo do teste, foram utilizadas placas com 96 pogos de fundo
chato. Para o preparo de placas teste, as células contidas nas garrafas de cultura
foram lavadas com PBS estéril, seguidas por adicdo de 3 mL de Tripsina e incubadas
a 37°C por 5 minutos. Ao conteudo resultante da tripsinizacdo foram adicionados 6
mL de meio DMEM F12, seguido de centrifugacdo a 1700 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo descartado e o sedimento
ressuspendido em meio DMEM F12. Foi realizada entdo a contagem de células
viaveis em camara de Neubauer, utilizando o Azul de Trypan®. Cerca de 10* células
da linhagem VERO foram adicionadas em cada poco da placa de 96 pocos, em um
volume de 150 ul de meio de cultivo. A placa entdo foi incubada em estufa por 24
horas a 37°C para a adesao celular.

Apols este periodo, os meios foram retirados dos po¢os com auxilio de uma

pipeta multicanal e adicionado meio contendo composto teste diluido em meio de
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cultivo celular. Para isso, os compostos foram diluidos em DMSO e essa solucéo
adicionada a DMEM F12, a partir dessa solucao estoque (2mg/mL) foram preparadas
7 concentracdes (2mg/mL; 666,66 pg/mL; 222,22 ug/mL; 74,07 ug/mL; 24,69 pg/mL;
8,23 ug/mL; 1 pg/mL) obtidas por diluicdo seriada. O experimento foi realizado com
no minimo duas repeti¢cdes, em triplicata. Os pogos controle ndo receberam nenhum

tratamento, somente 150 pl do meio DMEM.

Apos o periodo de tratamento de 24h ou 72h foram retiradas todas as solucdes
(DMEM F12 + ativo) e realizada lavagem das células com DMEM F12 fresco para
retirar resquicios dos ativos e debris celulares. Em seguida, foi adicionado 150 pl da
solucdo 0,5mg/mL de MTT em DMEM. As placas foram incubadas em estufa
novamente a 37°C por 4 horas. Apés este periodo, as placas foram centrifugadas a
600 g por 15 min, apds a centrifugacao, todo conteado dos pocos foi substituido por
150 pL de DMSO (Dimethyl sulphoxide), homogeneizados e incubados a 37°C por 10
minutos para a solubilizacdo dos cristais de formazan. A leitura da absorbéancia das

amostras foi feita utilizando um espectrofotdmetro (Bio-Rad 680, CA, EUA) a 570 nm.

O célculo da viabilidade celular em porcentagem foi realizado através da

formula:
Viabilidade = 100 x (MA — Br) / (MC - Br)

MA: média da absorbéncia da amostra em cada concentrac¢éo do ativo;
Br: média da absorbéancia do branco;

MC: média da absorbancia dos po¢os com controle positivo.

3.1.3 Avaliagdo da atividade em amastigota

Foram coletadas tripomastigotas sanguineos de camundongos Swiss
previamente infectados com cepa Y de T. cruzi. A coleta foi realizada através de
puncdo cardiaca no dia de maior parasitemia (CEUA n°2015/50). Essas
tripomastigotas foram utilizadas para se obter quantidade suficiente de formas

analogas, as tripomastigotas de cultivo celular a partir de células VERO.

Para isto 1,0x10% células foram semeadas sobre laminulas circulares de 13mm
de diametro, dispostas em placas de 24 pocos e mantidas em meio DMEM por 24

horas a 37° C para adeséo. ApGs as 24 horas, as culturas celulares foram infectadas
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com as tripomastigotas analogas as sanguineas, sendo mantidas assim por 24 horas
a uma temperatura de 37°C. A proporc¢ao utilizada foi de 10 tripomastigotas para cada
célula hospedeira. Todas as culturas celulares foram mantidas a 37°C em uma
atmosfera de 5% de CO:2 e ar. Cada ensaio foi repetido pelo menos trés vezes, com

duplicatas em cada repeticao, garantindo resultados consistentes.

Para avaliar os efeitos das drogas sobre as amastigotas intracelulares, apos o
periodo inicial de contato entre células e parasitas (24 horas), as culturas foram
submetidas a lavagem com meio DEMEM para eliminar os parasitas livres. Em
seguida, as culturas foram tratadas por 24 horas a 37°C com concentracdes definidas
a partir de experimentos preliminares com MTT dos compostos SM-5H e SM-5E, e
mantidas com ou sem tratamento (somente o meio DEMEM) a 37°C em um ambiente
contendo 5% de COz e ar por 24 horas. Entdo, as laminulas contendo as células foram
lavadas com PBS estéril, fixadas com metanol por cinco minutos e em seguida
coradas com solucdo de Giemsa (10% em &gua destilada). Apos secagem das
laminulas e montagem em lamina com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha) foi
determinada a porcentagem de células infectadas em uma contagem aleatéria ao
microscopio 6ptico (aumento de 100x) de no minimo 200 células. E importante
destacar que apenas 0s parasitas exibindo caracteristicas e forma de amastigotas
foram considerados. A avaliacéo da eficacia do medicamento foi realizada através do
calculo do indice endocitico (IE), que representa a porcentagem de células infectadas
em relacdo ao numero médio de parasitas por células infectadas. Utilizando estes
dados, foi calculado o percentual de inibicdo da infeccdo das células tratadas em

relacdo aquelas infectadas e néo tratadas.

O percentual de inibicdo da infeccdo pelos compostos foi calculado pela

formula:
% Inibicdo = 100 — (IEtratado / IEcontrole) x 100
|Etratado: indice endocitico das células infectadas tratadas

IEcotrole: indice endocitico das células infectadas ndo tratadas
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3.2 Calculo de CC50 e IC50

A partir dos dados viabilidade celular e atividade anti-T. cruzi foi possivel plotar
as curvas de dose efeito e calcular valores de CC50 e IC50 dos compostos SM-5H e
SM-5E através do software GraphPad Prism 9.0.

3.3. indice de Seletividade

O indice de seletividade (I1S) foi calculado pela férmula: CC50 (concentracao
citotoxica que afeta 50% das células) das células Vero divididas pelo CI50
(concentracdo inibitéria que afeta 50% das amastigotas) do parasita. Esse célculo
revela quantas vezes o agente testado é mais seletivo em relacdo ao parasita do que
em relacdo as células Vero. Logo, valores maiores representam compostos mais

seletivos.

3.4 Atividade tripanocida in vivo.

Neste estudo, utilizamos camundongos da linhagem Swiss, fémeas com idade
entre 3 a 4 semanas, obtidas do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP). Esses animais tiveram acesso a agua filtrada e
receberam racdo comercial balanceada a vontade. Todas as atividades realizadas
neste experimento seguiram a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UFOP, registrada sob o nimero CEUA n° 2157041219.

A infeccdo dos animais foi realizada por via intraperitoneal, utilizando 1x104
tripomastigotas sanguineas provenientes de animais que mantinham a cepa Y (CEUA
n® 2015/50). A confirmacéo da infeccdo dos animais foi feita por meio de exame de

sangue a fresco (ESF) realizado quatro dias apés a inoculacéo.

Apoés a confirmacao da infec¢ao, iniciamos o tratamento dos animais por via
oral, durante cinco dias consecutivos. As dosagens utilizadas neste estudo foram
selecionadas com base em resultados obtidos em experimentos anteriores realizados
em nosso laboratério, embora esses resultados ndo tenham sido divulgados
publicamente. Paralelamente, um grupo de animais infectados nao recebeu

tratamento (grupo INT) como grupo controle.

3.4.1 Avaliacéo de atividade tripanocida
A parasitemia, que é a quantidade de parasitas presentes no sangue ou em

outros fluidos bioldgicos de um hospedeiro infectado, foi feita diariamente por meio do
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ESF durante os 5 dias consecutivos de tratamento. A curva de parasitemia foi plotada
utilizando a média diaria da parasitemia dos animais em relacdo com os dias do

tratamento.

3.5 Preparo das Nanocapsulas

As nanocépsulas foram preparadas pelo método de deposicao interfacial de um
polimero pré-formado seguido da remocao do solvente (Fessi et al., 1989) A fase
organica constituiu-se de poli-e-caprolactona (PCL), Oleo, tensoativo e acetona
(Tabela 1). Esta fase foi vertida na fase aquosa contendo tensoativo e 4gua na
proporcao de 1:2 (Tabela 1) e homogeneizadas (modelo PC-200, Corning, EUA) por
10 minutos a 500 rpm. As formulacdes tiveram volume reduzido para 1 mL com auxilio
de rotavapor (Laborota 4000/4001 Heidolph Instruments, Alemanha). No caso das
formulagdes contendo os ativos (SM-5H e SM-5E), estes foram adicionados na fase

organica para obtencéo de 1 mg/mL no volume final.

Tabela 1: Componentes e quantidades para formulagdo nanoestruturada

Fase Organica Quantidade
Lipoid 5 mg
PCL 10 mg
Migliol 25 uL
Acetona 2 mL

Fase Aquosa Quantidade
Pluronic F68 6 mg
Agua 4 mL

3.6 Caracterizacéo das nanoestruturas

Para a determinacdo do tamanho e indice de polidisperséo, as formulagbes
foram diluidas em agua ultrapura, e, para a determinacdo do potencial zeta as
amostras foram diluidas em solugéo de NaCl 1 mM.

As particulas foram identificadas utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS

da (Malvern Instrument, UK). Para avaliar o tamanho e a uniformidade das particulas,
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utilizou-se o método de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), com deteccdo a um
angulo de retroespalhamento de 173°. Adicionalmente, o potencial zeta foi indicado
utilizando a técnica de microeletroforese com o auxilio do laser Doppler. Todas as
analises foram conduzidas a uma temperatura de 25°C, sendo repetidas trés vezes
em aliguotas da mesma amostra de cada composto. Os resultados obtidos foram
apresentados na forma de média * desvio padréo.

3.7 Andlise estatistica

Para todos os dados foram realizados testes de normalidade seguido entédo da
andlise estatistica. Para os dados in vitro realizados Testes de t, enquanto para 0s
dados do estudo in vivo realizado One-way ANOVA com multiplas comparacdes feitas
por teste de Kruskal-Wallis.
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4. Resultados

4.1 Avaliacao da citotoxicidade em células VERO

A avaliacao da citotoxicidade dos compostos SM-5H e SM-5E foi realizada em
24 e 72 horas nas concentra¢des 2 mg/mL; 666,66 ug/Ml; 222,22 pg/mL; 74,07 pg/mL;
24,69 pg/mL; 8,23 pg/mL; 1 pg/mL. Pdde-se observar que o composto SM-5H

apresentou citotoxicidade (CC50) quase duas vezes maior (69,18 uM) que o composto

SM-5E (33,88 pM), além disso, observou-se uma relacao entre da citoxicidade e o

tempo de contato com os compostos. Foi observado que as concentracdes de 24,69

pug/mL, 8,23 pg/mL e 1 pg/mL ndo foram citotoxicas a 50% das células da linhagem

VERO no tempo de 24 horas. Porém, no ensaio de 72 horas essas concentracfes se

mostraram mais citotoxicas, principalmente o composto SM-5E.

100

504

Citotoxicidade

24h

1001

50

Citotoxicidade

10 100 1000 10000
Concentragéo uM

72h

1 1 1
10 100 1000 10000
Concentracao puM

Composto CC50
- SM5H 69.18
-=- SM5E 33.88

Composto CC50
-~ SM5H 19.95

—= SM5E 7.94

Figura 4: Citotoxicidade em funcao da concentracdo dos compostos SH-5H e SH-5E e valor

do CC50 obtidos a partir do ensaio por MTT em 24 horas e 72 horas.
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4.2 Avaliacao anti-T. cruzi em formas amastigotas em células VERO

A partir do indice endocitico foi possivel calcular a concentra¢do capaz de inibir
50% do patogeno (IC50) dos compostos SM-5H e SM-5E, 6,96 uM e 6,36 uM
respectivamente. As concentracdes dos compostos utilizados no ensaio foram 1,25;
2,5; 5; 10; 20 yM. Nao ha diferenca significativa no valor de IC50 obtido dos compostos
SM-5H e SH-5E, porém, o composto SH-5E apresentou uma curva com maior
linearidade. Esse composto demostrou sugestivo com maior atividade ao inibir 50%

das amastigotas em menor concentracdo que o composto SM-5H.

Composto 1C50
-~ SM5H 6.96
- SM5E 6.38

=

o

o
)|

% Viabilidade parasitaria
a1
o
1

o

10

[N

Concentragéo uM

Figura 5: Viabilidade parasitaria em funcdo da concentracdo, e determinacdo da

concentracdo inibitéria minima (IC50) dos compostos SM5H e SM5E.

4.3 Avaliacao da atividade in vivo

Para a realizacao do teste in vivo em camundongos fémeas da linhagem Swiss
foram usadas duas concentracfes 50mg/kg/dia e 250 mg/kg/dia dos compostos SM-
5H e SM-5E. Foi observado uma reducgao significativa da parasitemia nos animais
tratados com os dois compostos em ambas as dosagens, quando comparado com a
parasitemia do grupo controle INT. Além disso, ndo houve diferenca estatistica na
reducdo da parasitemia entre os dois compostos testados na dose de 250 mg/kg/dia.
Também, observamos uma acdo dose dependente do composto SM-5E quando
comparamos o0s resultados obtidos na reducdo da parasitemia nas duas doses
testadas. Os animais tratados com BZ 100 mg/kg/dia, negativaram a parasitemia
(Figura 6).
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Figura 6: Curvas de parasitemia média do teste rapido com os compostos SM-5H e SM-5E e
benznidazol em camundongos infectados com cepa Y de T. cruzi e tratados pela via oral por

cinco dias consecutivos durante a fase aguda da infecgéo.

4.4 Caracterizacdo das nanocapsulas
As formulacdes de nanocapsulas mostraram um aspecto leitoso caracteristico
de suspensdes coloidais nanométricas. O tamanho, indice de polidispersao e
potencial zeta das nanocapsulas, contendo 1 mg/mL dos compostos SM-5H (NC-SM-
5H), SM-5E (NC-SM-5E) e nanocapsulas branca (NC-BR) foram avaliados e os
resultados encontram-se na Tabela 2. Os tamanhos médios apresentam dimensdes
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inferiores a 200 nm como demonstrado na Tabela 2 para todas as NC. A formulacao
NC-SM-5E apresentou um tamanho inferior @ NC branca, indicando que este
composto pode ter uma leve acéo tensoativa, fenbmeno ja observado em NC
encapsulando outro farmaco (ARAUJO et al., 2019). Os valores de potencial zeta tanto
das NC dos compostos SM-5H, SM-5E e das NC-BR apresentaram carga negativa,
variando de — 44,7 a — 48,8 mV. Além disso, os resultados dos indices de
polidispersao das formula¢des foram 0,113; 0,131; 0,126 para NC-SM-5H, NC-SM-5E
e NC-BR respectivamente, demonstrando serem formula¢cdes com tamanhos de

particulas relativamente uniformes, considerando PDI <0,3 (GAUMET et al., 2008).

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas das formulacées de NC-SM-5H, NC-SM-5E na

concentracéo de 1 mg/mL e NC-BR.

Concentracao Tamanho médio Potencial Zeta
Formulacéao PDI £ DP
(mg/mL) (nm) = DP (mV) £ DP
NC-SM-5H 1 mg/mL 185,8 + 0,75 0,113 + 0,03 — 44,7+ 0,63*
NC-SM-5E 1 mg/mL 171,3 + 0,02* 0,131 £ 0,27 - 48,7 £ 2,23
NC-BR NA 184,4 £ 1,65 0,126 + 0,02 - 48,8 + 0,89

Valores médios com desvio padrdo do tamanho, PDI e potencial zeta das nanocépsulas SM-
5H, SM-5E (1 mg/mL) e NC-BR.
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5. Discussao

A DC é responséavel por um grande problema de saude nas regifes endémicas,
como na grande parte da América Latina, afetando principalmente a populacéo de
baixa renda em &areas rurais e urbanas precarias. Também conhecida como
tripanossomiase americana, € uma doenca causada pelo protozoario T. cruzi,

transmitida principalmente pelo inseto vetor conhecido como "barbeiro" (WHO, 2021).

Um dos principais problemas relacionados ao tratamento da DC é a falta de
opcOes terapéuticas eficazes, especialmente para os casos avancados (COURA,
2009). O medicamento mais utilizado é o BZ, seguido pelo NF. Esses medicamentos
sdo mais eficazes durante a fase aguda e tém menos sucesso na fase crénica. Além
disso, esses tratamentos podem causar efeitos colaterais graves e administracao
prolongada, o que dificulta a adeséo dos pacientes (COURA e CASTRO, 2002).

Apos a administracdo dos dois medicamentos, BZ e NF, é comum observar
resultados variados de tratamento. Essa divergéncia nos resultados pode ser
compreendida considerando a presenca de diferentes cepas do T. cruzi (GUEDES et
al., 2006) que podem demonstrar resisténcia aos efeitos dos medicamentos (COURA,
2009). Outros fatores que influenciam nas respostas ao tratamento incluem a fase da
doenca em que o paciente se encontra, a duracao do tratamento, a dosagem tratada,
e a idade do paciente. Todos esses fatores podem afetar a eficacia dos medicamentos
e explicar as variagcdes nos resultados observados (COURA; CASTRO, 2002).

A necessidade de novas alternativas de tratamento para a DC é crucial.
Pesquisas estdo sendo realizadas para identificar novos compostos terapéuticos que
sejam mais eficazes, de acao mais rapida, com menos efeitos colaterais e que possam
atuar tanto na fase aguda quanto na cronica da doenca. Além disso, busca-se
identificar novos alvos terapéuticos, como proteinas essenciais para a sobrevivéncia
do T. cruzi, bem como para encontrar maneiras de melhorar a entrega dos

medicamentos as células parasitarias (URBINA et al, 2010).

Quando os parasitas se encontram em um processo de reproducéo dentro das
células hospedeiras, muitas vezes se tornam inacessiveis aos medicamentos

atualmente disponiveis.
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Uma das alternativas na busca de novos tratamentos para a DC séo os “lead
compounds”, como o SRPN340, que apresenta boas propriedades farmacoldgicas
(SIQUEIRA et al., 2017). As novas moléculas aqui estudadas (SM5-H e SM-5E) séo
derivadas de SRPIN340 e contém ndcleo triazol, que sdo descritos como ativos em
DC experimental (DA SILVA et al.,2012) e clinica (APT et al., 2010). Sendo assim,
nesse estudo buscamos avaliar por meio de ensaio in vitro e in vivo dois compostos

com caracteristicas promissoras contra a DC.

A avaliacao da citotoxicidade dos compostos SM-5H e SM-5E, realizados pelo
método MTT em células VERO mostrou que o composto SM-5H (CC50 69,18) possui
concentracéo para reduzir a viabilidade das células duas vezes maior que o composto
SM-5E (CC50 33,88) para as células VERO. Considerando que BZ apresenta CC50
de 147,37 pg/ml em células VERO (AZEREDO, 2013), os compostos aqui avaliados
sdo mais citotoxicos. Porém, as concentracfes mais baixas de ambos 0s compostos
nao foram capazes de eliminar 50% desta linhagem celular até a concentracéo de
74,07 pug/ml no tempo de 24 horas. Estes resultados ndo foram equivalentes para o
ensaio realizado em 72 horas de incubagdo, em que os compostos apresentaram
citotoxicidade de 50% antes da concentragéo de 74,07 pg/ml.

Considerando o teste de atividade em formas amastigotas, 0s compostos SM-
5E (IC50 6,38 uM) e SM-5H (IC50 6,96 uM) foram considerados mais ativos que BZ,
que em outro estudo apresentou IC50 de 132,14 uM. (TORCHELSEN, 2019). Além
disso, os resultados da atividade in vitro dos compostos, o IS obtidos de 5,31 e 9,94
para SM-5E e SM-5H respectivamente indicam que 0s compostos nao sao indicados
para teste in vivo (ROMANHA et al., 2010). Porém, uma boa relacéo in vitro-in vivo &
dificil de se obter. E ainda, encapsular esses compostos pode ser uma boa alternativa

para melhorar o IS.

Para descobrir se 0s compostos possuiam atividade in vivo, foi entdo realizada
a avalicdo do tratamento em teste rapido, em camundongos Swiss infectados pela
cepa Y de T. cruzi. Foi observada diminuicao significativa da parasitemia com os
tratamentos dos compostos SM-5H e SM-5E, em ambas as doses utilizadas quando
comparado aos animais INT, demonstrando que estes compostos sao ativos quando
em um organismo vivo. Quando comparado com o tratamento feito com BZ, a acao

de SM-5E foi significativamente menor. Também foi observada melhoria na inibicdo
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da parasitemia com aumento da dose de SM-5E, o que € um indicativo de resposta
dose dependente. O composto SM-5H né&o foi diferente (p<0,005) de BZ em nenhuma
das doses testadas, sugerindo que seja comparavel a BZ, apesar da parasitemia ter
sido visualmente maior. Entre os compostos SM-5E e SM-5H, o segundo teve melhor

desempenho.

Em um estudo comparando a BZ e bases de Shiff, (compostos que contém um
grupo azometina) utilizando dose Unica de 500 mg/kg no pico da parasitemia também
foi observada a negativacdo da parasitemia com o tratamento com o BZ, porém
apenas um dos compostos testados apresentou reducdo da parasitemia comparavel
ao BZ entre as 10 moléculas utilizadas no estudo (ALMEIDA et al, 2018). Apesar de
efeitos semelhantes entre a base de Shiff de Almeida et al. (2018) e SM-5H em relacéo
ao BZ em tratamento experimental no modelo murino, o estudo aqui apresentado

tratou os animais por 5 dias ap6s confirmada infeccao.

Comparando-se SM-5E e SM-5H, o0 segundo composto apresentou maior
atividade. Novos estudos precisam ser realizados para avaliar o efeito tripanocida do
composto SM-5H em teste de eficacia (BRENER, 1962) para avaliar se esses

compostos tém potencial para controle, cura da infeccdo ou ganhos terapéuticos.

Os resultados obtidos a partir da avaliagdo das formulagbes nanoestruturadas
feitas por método de deposicao interfacial foram compativeis com o esperado para
NC (BRANQUINHO et al, 2017 ; MAZZETI et al, 2021; ARAUJO et al., 2019). Os
tamanhos médios apresentam dimensdes entre 171,3 nm a 185,8 nm, de acordo com
a escala de sistemas nanoestruturados (10 e 1000nm). Além disso, os valores de
potencial zeta obtidos (~ — 48 mV), conferem estabilidade as formulacdes uma vez
gue quando a carga eletrostatica das particulas em solucado é menor que - 30 mV ha
maior repulsdo entre as particulas (AMELLER, 2003). A pequena variacdo do
potencial zeta das formula¢gdes contendo ativos em relacdo as NC-BR sugere que os
compostos ativos se encontram no nucleo oleoso das NC, enquanto os valores de PDI
das formulacdes desenvolvidas (<0,3 pM), indicam uniformidade de tamanho e assim
garantem uniformidade de dose (GAUMET et al., 2008). Esses dados sugerem
estabilidade coloidal, e que as particulas estdo menos propensas a sedimentacao ou
aglomeracdo. Formulacdes estaveis conferem maior validade a formulagdo, uma

caracteristica importante para que para sejam administradas como medicamentos.
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6. Concluséo

Os compostos SM-5E e SM-5H demonstraram ser ativos in vivo, especialmente
0 SM-5H, apesar de ndo serem seletivos. Estes compostos sdo hanoencapsulaveis e
geram formulacbes com boas caracteristicas, 0 que pode elevar o potencial como
ativos anti-T. cruzi. Assim, mais estudos sdo necessarios para que se conhecam 0s
efeitos dos compostos e de suas formula¢gdées nanoestruturadas, em especial quanto
a eficécia terapéutica e ao perfil de toxicidade in vivo.
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