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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo a avalia¢do do efeito dos compostos sintéticos dissulfetos
de diarila em formas replicativas e infectivas do agente etioldgico da Doenca de Chagas (DC), o
protozoario Trypanosoma cruzi. A DC é uma enfermidade endémica da América Latina,
representando um problema grave de salde publica, pois acomete cerca de 6 milhGes de pessoas
no mundo. Nessa perspectiva, destaca-se a importancia de mais pesquisasa serem desenvolvidas
a fim de evidenciar novos compostos com atividades anti- Trypanosoma que apresentem baixa
citotoxicidade e possam representar uma nova alternativa interessante para o tratamento dessa
doenca. Ha relatos na literatura de compostos de dissulfetos de diarila com atividade
antiproliferativa contra células tumorais, assim como acgdo sobre protozoarios. Sendo assim, este
estudo propBe avaliar o efeito in vitro de compostos dissulfetos de diarila, sobre as formas
replicativa e infectiva de T. cruzi. Foram realizados ensaios bioldgicos de viabilidade, crescimento,
analise morfoldgica para formas epimastigotas e viabilidade de formas tripomastigotas. Foi
realizado também o ensaio in silico para andlise das propriedades ADMET dos compostos.
Durante a andlise das propriedades ADMET foi observado que 0s compostos apresentam boa
absorcéo e ndo apresentam hepatotoxicidade ou mutagenicidade. No ensaio de viabilidade foi
observado que os compostos possuem atividade bioldgica sobre as formas epimastigotas de T.
cruzi, sendo os compostos D e E os mais ativos (3,124 e 5,091uM, respectivamente). A curva de
crescimento demonstrou que a partir de 24h de exposi¢do o composto D causou uma inibicdo de
50% e em 96h de exposi¢do, essa inibicdo foi de 19,64%, demonstrando uma reducéo de
atividade conforme o tempo de exposicdo. O ensaio de recuperacado realizado com 0s compostos
B, C e D mostrou que apo6s 96h os valores de inibicdo estavam entre 26% e 40%, indicando uma
acdo tripanostatica. A analise morfolégica realizada com os compostos B e D, indicou que esses
compostos causam alteracfes morfologicas que afetam a viabilidade do parasito. O ensaio de
viabilidade com formas tripomastigotas tratadas com o composto D, indicou que o composto
possui acdo sobre a forma infectante do parasito, com uma Clsg de 10,90 uM.

Palavras-chave: Disulfetos de Diarila, Trypanosoma cruzi, doenca de Chagas.



ABSTRACT

This work aims to evaluate the effect of synthetic compounds diaryl disulfides in replicative and
infective forms of the etiological agent of Chagas Disease (CD), the protozoan Trypanosoma cruzi.
CD is an endemic disease in Latin America, representing a serious public health problem, as it
affects about 6 million people worldwide. In this perspective, the search for new compounds with
anti-Trypanosoma activities that present low cytotoxicity and may represent an alternative for the
treatment of this disease has been the objective of numerous research groups. There are reports in
the literature of compounds of diaryl disulfides with antiproliferative activity against tumor cells,
as well as action on protozoa. Therefore, this study proposes to evaluate the in vitro effect of Diaryl
Disulfide compounds on the replicative and infective forms of T. cruzi. Biological assays of
viability, growth, morphological analysis for epimastigotes and viability of trypomastigotes were
carried out. The in silico analysis was also carried out to evaluate the ADMET properties of the
compounds. During the analysis of the ADMET properties it was observed that the compounds
present good absorption and do not present hepatotoxicity or mutagenicity. In the viability assay,
it was observed that the compounds have biological activity on the epimastigotes forms of T. cruzi,
with compounds D and E being the most active (3.124 and 5.091uM, respectively). The growth
curve showed that from 24h of exposure, compound D caused a 50% inhibition and at 96h of
exposure, this inhibition was 19.64%, demonstrating a reduction of activity according to the time
of exposure. The recovery test was performed with compounds B, C and D showed that after 96h
the inhibition values were between 26% and 40%, indicating a trypanostatic action. The
morphological analysis performed with compounds B and D indicated that these compounds cause
morphological changes that affect the viability of the parasite. The viability assay with
trypomastigotes treated with compound D indicated that the compound has action on the infective
form of the parasite, with an 1Csg of 10.90 uM.

Keywords: Diaryl Disulfides, Trypanosoma cruzi, Chagas Disease.
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1. INTRODUCAO

O protozoario Trypanosoma cruzi inicialmente descoberto e descrito em 1909 por Carlos

Chagas, pertence a ordem Kinetoplastida familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma.

E o parasito conhecido por ser o agente etioldgico da Doenca de Chagas (DC) (CHAGAS,
1909).

A DC é uma moléstia endémica da América Latina, podendo ocorrer em outros continentes
com clima tropical ou similar em menor namero, sendo considerada uma Doencga Tropical
Negligénciada (DTN), segundo a Organizagdo Mundial da Saide (OMS). No Brasil, a DC é um
problema grave de salde publica e econdmica, visto que essa doenca possui tratamento oneroso.
Além disso, individuos acometidos pela Doenca de Chagas, durante a fase crbnica, podem
apresentar alteracGes cardiacas e/ou digestdrias, que causam prejuizos (limitacdes) em suas
atividades laborais (MONTEIRO et.al, 2015).

Segundo os dados da OMS estima-se que aproximadamente de 6 a 7 milhdes de pessoas
estejam acometidas pela DC. Estima-se que cerca de 75 milhdes de pessoas estao sob risco da

doenga, devido ao alto numero de pessoas nao diagnosticadas ou nao tratadas (WHO, 2020).

Atualmente existem dois medicamentos aprovados para o tratamento da DC, o Nifurtimox
e Benznidazol. Ambos medicamentos possuem mecanismos de agdo ainda ndo elucidados e néo
sdo eficazes no tratamento do estagio crénico da doenca, além de apresentarem efeitos citotoxicos
contra as células hospedeiras (BRENER, Z.; ANDRADE, Z. & BARRAL- NETTO, M, 2000).
Em decorréncia disso, pesquisas em busca de novos farmacos efetivos no controle de T. cruzi séo

necessarias.

Nesse cenério, a experimentacdo com compostos sintéticos possui vantagem de possibilitar
a criacdo de novas moléculas e a modificacdo das existentes para aumentar a atividade biologica

de interesse, de maneira a evitar o surgimento de efeitos colaterais (\ WERMUTH,2008).

A proposta deste trabalho € investigar o efeito do uso de compostos sintéticos denominados
dissulfetos de diarila, sobre T. cruzi por meio de bioensaios contendo estagios especificos de

desenvolvimento do parasito.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia e Formas evolutivas de T. cruzi

T. cruzi é um protozoario flagelado, conhecido por ser o agente etioldgico da DC
pertencente a ordem Kinetoplastida familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma (CHAGAS,
1909).

De acordo com a organizacao estrutural do protozoario, sdo reconhecidos trés estagios de
vida distintos: amastigota, epimastigota e tripomastigota. Para a categorizacdo destes estagios sdo
utilizados os seguintes critérios: posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo; forma celular e
regido onde o flagelo emerge (CARVALHO, 2017).

A forma amastigota é arredondada, possui um flagelo curto ndo emergente da bolsa flagelar,
cinetoplasto localizado na regido anterior ao ndcleo e é encontrada no interior das células de
hospedeiros vertebrados (Figura 1A). Aforma epimastigota é alongada, possui cinetoplasto
localizado anteriormente ao nucleo, um flagelo emergindo da bolsa flagelar e pode ser encontrado
no intestino dos hospedeiros invertebrados (Figura 1B). A forma tripomastigota € uma forma
alongada, com flagelo emergindo da bolsa flagelar, cinetoplasto localizado na regido posterior ao
nicleo, a forma tripomastigota sanguinea pode ser encontrado na corrente sanguinea dos
hospedeiros vertebrados, enquanto a tripomastigota metaciclica é encontrada nas fezes do
hospedeiro invertebrado (Figura 1C) (BRENNER, 1997; SILVA, 2019).

AN 'J" ”'m\.. :

Figura 1. Formas evolutivas de T. cruzi. A) Amastigotas em células musculares, B) Epimastigotas, C) Tripomastigotas
sanguineas em meio a hemécias. (Fonte: Fiocruz, acesso: http://chagas.fiocruz.br/organizacao- estrutural/).

2.2 Ciclo de Vida do Parasito

T. cruzi apresenta um ciclo de vida heteroxénico, infectando hospedeiros vertebrados e


http://chagas.fiocruz.br/organizacao-
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invertebrados ao longo do seu ciclo de vida (AGUIAR, 2013). Os hospedeiros invertebrados sao
0s vetores do protozoario, insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae, principalmente as espécies Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e Panstrongylus
spp, que sdo insetos hematdfagos, conhecidos popularmente como barbeiros. Esses vetores, quando
infectados, transmitem em suas fezes e urina esse parasito para hospedeiros vertebrados, mamiferos
(COURA, 2007).

O vetor infectado, podera, durante seu repasto sanguineo infectar animais vertebrados
mamiferos, tais como os seres humanos. Esse processo ocorre durante a eliminacdo de fezes e
urina do vetor, que possuem as formas tripomastigotas metaciclicas que entram em contato com
a pele do hospedeiro, e podem adentrar a mesma por meio de fissuras que ocorrem devido ao
prurido ocasionado pela picada do vetor, bem como mucosas conjuntivas ou pelo orificio da picada
(ARGOLO et.al,2008; NEVES et.al,2005; REY,2008).

Apds a entrada das formas tripomastigotas metaciclicas no hospedeiro vertebrado, ocorrem
os focos de infeccdo priméria nas células do tecido adjacente ao local da picada do vetor
(BRENER, 1973). O parasito entdo podera adentrar a célula hospedeira por meio do processo
de fagocitose induzida, sendo alocado no vactolo da célula hospedeira, onde ira comecar ase
diferenciar em formas amastigotas (REY, 2008; BRENER, 1997).

Os parasitos comecam a secretar enzimas que levam ao rompimento do vactolo
parasitoforo, permitindo sua realocacdo em todo o citoplasma, onde irdo se reproduzir por meio
de divisdo binaria. Pouco antes do rompimento da célula hospedeira, as formas amastigotas se
diferenciam alcancando a corrente sanguinea, recebendo o nome de tripomastigotas sanguineos
(SILVA, 2019; LEY et.al, 1988). Os parasitos entdo migram para outros tecidos e 6rgaos,
estabelecendo focos secundérios de infeccéo, tais como o figado, bago e ganglios linfaticos. Os
tripomastigotas circulantes no sangue servem de fonte de infec¢do para novos vetores ao realizarem
seu repasto sanguineo (BRENNER & ANDRADE, 1979).

Um novo vetor pode entdo ser infectado durante o repasto sanguineo, ingerindo a forma
evolutiva tripomastigota presente na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado. Apds serem
ingeridas, as formas tripomastigotas se direcionam ao estbmago do vetor, onde ocorre a morte de

uma porc¢ao significativa desses protozodrios. Os que sobrevivem se alojam na porcéo inicial do
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intestino do vetor. Nesse momento ocorre a diferenciacdo da forma tripomastigota para
epimastigota que se multiplicam por divisdo binaria simples, se fixam a parede intestinal por meio
do flagelo, e entdo, na porcdo posterior do intestino irdo posteriormente diferenciar em formas
tripomastigotas metaciclicas, dando continuidade ao seu ciclo de vida (Figura 2). Depois de
infectado o inseto vetor porta o parasito por toda a sua vida, em média de 1 a 2 anos, ndo sendo
capaz de infectar seus descendentes (REY, 2008; COURA, 2007; NEVES et.al, 2005).

NO TRIATOMINEO NO SER HUMANO
Picada do triatomineo as formas tripomastigotas penetram nas
passagem dos trypanosomas (na forma e células ao redor da picada do triatomineo

tripomastigota) pelas fezes do inseto
no interior das células,
transformam-se em amastigotas

Trypanosomas ha formia

tripomastjgota no intestino do

einseto

As formas amastigotas
se multiplicam por

As formas tripomastigotas divisdio bindria, dentro
da célula infectada

Multiplicagdo dos

trypanosomas no estémago
do ‘eto
Ingestdo dos protozodrips (na ficar visiveis os sintomas clinicos

e Teypanosomas forma tripomastigota) pelg inseto @ partir desse ciclo infeccioso.
na forma

epimastigota no
estdmago do @P

o As formas amastigotas intracelulares se

A-_- Inicio da infecgdo transfomam em tripomastigotas, saem

5 51 5 da célula e entram na corrente
A= diagnéstico possivel

Inseto triatomineo

podem infectar outras células e
tornam a se transformar em
amastigotas intracelulares, em
novos locais de infecgdo. Podem

sanguinea

Figura 2. Ciclo de vida heteroxénico do parasito T. cruzi. (Fonte: CDC, acesso:
https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html).

Outras formas de transmissdo menos comuns incluem transfus@o de sangue ou transplante
de drgdos contaminados com o parasito e acidentes de laboratério. A infeccdo por via oral
ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados com fezes e urina do vetor, que possuem a forma

tripomastigota metaciclica, responsavel pela maioria dos casos da DC aguda no Brasil nos


http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html)
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ultimos anos (AGUIAR, 2013; PASSOS et.al, 2012).

2.3 Morfologia de T. cruzi

Além das organelas tipicas da maioria das células eucaridticas, como nucleo, reticulo
endoplasmatico, aparelho de Golgi e mitocondria, os tripanossomatideos apresentam algumas
estruturas peculiares, como os microttbulos subpeliculares, a estrutura paraflagelar, o cinetoplasto,
os glicossomos e os acidocalcissomos (Figura 3). Essas estruturas conferem ao parasito uma
série de caracteristicas, sendo importantes para sua sobrevivéncia e patogenicidade (DE SOUZA;
SANT ANNA & CUNHA-E-SILVA, 2009).9

Flagelo

Complexo do
vacuolo contrati

Axonema "
Citostomo
Ecisu fiagelar Microtabulos
subpeliculares
Corpusculo
basal Complexo de Golgi

Cinetoplasto __{ Inclusoes lipidicas

Acidocalcissomo
Nicleo _ |

Citofaringe

Reticulo
endoplasmatico

Rede de tabulos
e vesiculas

Figura 3. Representacdo esquematica de epimastigota do T. cruzi. (Fonte: Fiocruz, acesso:

http://chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural/)

O flagelo presente em todos os estagios de desenvolvimento desse parasito, de forma
caracteristica em cada estagio, permite a motilidade do mesmo, com excecéo da forma amastigota.
O vacuolo desses parasitos contém substancias acidas, que permitem o rompimento do vacuolo
parasitéforo, permitindo que o T. cruzi atinja o citoplasma da célula hospedeira e inicie sua
diferenciacéo e reproducdo (SOUZA, 2009; ZUMA et al, 2021).


http://chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural/)
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Os reservossomos sdo estruturas que possuem em seu interior enzimas como proteases,
principalmente cruzipaina, e proteinas ingeridas oriundas da bolsa flagelar e do crisdstomo.
Acredita-se que 0s reservossomos sejam compartimentos pre-lisossomais e que estejam associados
com a reserva de proteinas e lipidios, além de estarem relacionados coma via endocitica desse
protozoario (SOARES et al, 1992;SOUZA,1999; SOUZA, 2009).

A superficie celular dos tripanossomatideos € composta pela membrana plasmaética, que
apresenta  um grande numero de macromoléculas ligadas através de ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Imediatamente abaixo dela estd presente uma camada de
microttbulos subpeliculares, os quais conferem estabilidade e resisténcia a célula. Eles se
encontram distribuidos por todo o corpo do protozoério, exceto na regido de ligagdo doflagelo e
na regidao da bolsa flagelar. Os microtubulos subpeliculares sdo componentes importantes do
citoesqueleto do parasito, constituidos principalmente por tubulina, que mantém a conformacéo
celular, e estd também diretamente relacionado com a divisédo celular (DE SOUZA, 1984, 2000,
2002; SANTOS et.al, 2013).

T. cruzi, assim como todos os membros da classe Kinetoplastida, apresenta uma
mitocondria Unica e ramificada que se estende por toda a célula. O material genético mitocondrial,
encontra-se concentrado em uma determinada regido da mitocondria, denominada de cinetoplasto
(ou kinetoplasto), que esté localizada logo abaixo do corpusculo basal. Portanto, dando origem a
uma estrutura denominada de DNA cinetoplasto (kDNA) (SHAPIRO & EGLUND, 1995; DE
SOUZA, 2002).

2.4 Doenca de Chagas (DC)

Embora a descoberta do vetor e do agente etiolégico da DC, bem como a caracterizacao de
seu ciclo de vida tenha ocorrido em 1909 (CHAGAS, 1909), nos dias atuais essa enfermidade ainda
acomete muitas pessoas na América Latina, representando umas das quatro principais endemias da
regido (ARGOLO et al. 2008).

Estima-se que existam de 11 a 12 milhGes de pessoas infectadas pelo T. cruzi na América
Latina sendo aproximadamente um milh&o no Brasil. Em relagéo aos casos confirmados no Brasil
de 2010 a 2019, 84% se encontravam na regido Norte, sendo portanto, a regido mais atingida,

onde a principal forma de transmissédo é a oral (BRASIL, Ministério da Saude, 2020; VIEIRA,
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2017).

Essa protozoose se mostra mais frequente em dareas rurais, precarias e com pouco ou
nenhum saneamento basico, mostrando uma prevaléncia em pessoas de baixa renda (SOUZA;
NAKAMURA & CORREA, 2012 ). Apresenta alta gravidade e relevancia devido aos seus
impactos na salde publica, pois apresenta uma grande taxa de mortalidade, visto que nos Gltimos
10 anos foram registrados em média 4.000 mortes a cada ano no Brasil, em decorréncia dessa
enfermidade, representando uma das 4 maiores causas de morte por doencas infecciosas e
parasitarias no pais, em razdo disso o seu controle é extremamente necessario (BRASIL,
Miniestério da Saude, 2022; MARTINS et al., 2016; VERONESI, 2009).

A DC pode ser dividida em dois principais fases de acordo com as manifestacdes clinicas,
a DC aguda e a DC cronica. Na fase aguda, o individuo infectado pode apresentar quadros de
febre, mal-estar, falta de apetite, uma leve inflamacao no local da picada (transmisséo vetorial),
enfartamento de ganglios linfaticos, aumento do baco e do figado e distdrbios cardiacos. Esses
sintomas duram em média de 4 a 10 dias, e nessa fase a doenca pode ser eficientemente tratada,
porém muitas vezes esses sintomas passam despercebidos ou a procura por orientagdo médica
ocorre tardiamente, permitindo que a doenga evolua para a fase cronica. Na fase cronica, a DC
pode evoluir para complicacfes graves que acometem o miocardio, musculo liso do trato
digestorio, o figado e o sistema linfatico. Nessa fase ndo ha tratamento eficiente (REY, 2008;
NEVES et al. 2005; ARGOLO et al. 2008).

O expressivo crescimento populacional e a constante invasdo de areas silvestrespelo ser
humano, fez com que a DC passasse da categoria de zoonose autdctone de animais silvestres a uma

zoonose de animais domésticos e uma endemia humana (MENDES, 2008; WHO, 2020).

2.5 Alternativas Para o Tratamento da Doenca de Chagas

Atualmente, existem apenas dois medicamentos utilizados no tratamento da DC,sendo eles
o Nifurmitox e o Benzonidazol. Ambos apresentam efeitos toxicos para as célulasde mamiferos,
sendo que o Nifurmitox foi retirado do mercado por apresentar efeitos colaterais como anorexia,

perda de peso, nauseas e neuropatia periférica e atualmente sé e disponibilizado para utilizagdo em
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casos especificos onde existe uma resisténcia ao Benzonidazol (BRASIL, Ministério da Salde,
2020; FERREIRA, 1990).

Embora sejam utilizados ha aproximadamente 5 décadas, ambos os medicamentos nédo
possuem mecanismos de acdo totalmente elucidados, sendo eficazes apenas na fase aguda da
doenga, apresentando baixa ou nenhuma agdo no tratamento da fase cronica (REY,2008;
FERREIRA, 1990; CASTRO & SOEIRO, 2017).

Pesquisas a respeito de compostos ativos contra T. cruzi mostram que uma das principais
abordagens de estudo tem como alvo enzimas envolvidas na biossintese de microtubulos.
Microtubulos subpeliculares constituem o citoesqueleto de T. cruzi, fundamentais no processo de
divisdo e estrutura¢do da célula. A a-tubulina, B-tubulina e y- tubulina sdo as proteinas que
compdem esses microtlbulos. As tubulinas de mamiferos e de Tripanossomatideos apresentam
uma similaridade estrutural de aproximadamente 18%, representando um possivel alvo para
farmacos (SOUZA, 2009; ZUMA, 2021; MELOS & ECHEVARRIA, 2012).

Outra estratégia amplamente estudada é voltada a identificacéo de alvos especificos em vias
metabolicas ou estruturas essenciais para o0 parasito, para as quais nao haja semelhanca no
hospedeiro vertebrado, como a enzima tripanotinoa redutase, exclusiva dos tripanossomatideos,
responsavel por processos antioxidantes essenciais para a sobrevivéncia do parasito (MELOS &
ECHEVARRIA, 2012;GENESTRA et al, 2006; SIEGEL, BOUER & SCHIMER, 2005).

A cruzipaina também se mostra um alvo interessante, pois além de nédo ser observada em
mamiferos, é uma cisteina protease de alta importancia para o parasito, visto que esta envolvida na
interacdo entre o parasito e o intestino de R. prolixus e em etapas de invaséo celular, diferenciacao
e multiplicacdo do parasito em mamiferos (UEHARA et al., 2012; DUSCHAK & COUTO, 2009).

A sintese quimica de compostos tem sido amplamente utilizada como uma estratégia
racional para o desenho de novas drogas para o tratamento da DC, tais como derivados de
benzotropolona, de nitroimidazol, de diamidinas aromaticas e debenzofuroxano (DUSCHAK &
COUTO, 2007; SALAS et al., 2011). Os compostos sintéticos sdo interessantes, considerando
sua versatilidade para modificacdes de sua estrutura afim de obter-se melhorias em sua atividade
bioldgica e/ou reducdo de sua citotoxicidade (WERMUTH, 2008).
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Na busca por compostos com acgdo antitumoral, Pereira (2017) sintetizou quimicamente
compostos estruturalmente semelhantes a Combretastatina A-4 (CA-4), um potente inibidor natural
da sintese de tubulina (LIN et al., 1988; PETTIT et al., 1989; PETTIT et al., 1995).

Duas classes de compostos denominados de sulfeto de diarila e dissulfetos de diarila foram
produzidos e observou-se a capacidade de inibirem a sintese de tubulina em diversas linhagens de

células neoplasicas humanas (SANTOS et.al., 2013).

Com relacdo aos compostos sulfeto de diarila, ha diversos relatos que indicam
caracteristicas interessantes a serem abordadas no combate ao T. cruzi, pois tais compostos
apresentaram a capacidade de inibir a enzima tripanotiona redutase de Leishmania infantum in
vitro (SACCOLITI et.al, 2017). Dados de modelagem molecular apontaram para a possivel
inibicdo da mesma enzima em Trypanosoma brucei, o agente etiolégico da Tripanossomiase
Africana, e em T. cruzi (STUMP et.al, 2008).

Outros estudos mostram os dissulfetos de diarila como inibidores da proliferacdo e da
viabilidade de células tumorais em concentracfes onde estabilizaram o supressor de tumor Pdcd4
(do inglés: Programmed cell death 4), sugerindo uma contribuicdo nas propriedades
antiproliferativas (SCHMID, 2016).

A classe dos compostos dissulfetos de diarila, apresentam entdo diversas propriedades
interessantes que tem sido exploradas em diversas areas da quimica sintética, farmacéutica e na
producdo de polimeros (LIU & ZHANG, 2003).

Recentemente, ao estudar o efeito in vitro de dissulfetos de diarila sobre as formas
epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c, Migliorini (2021) verificou uma excelente atividade
inibitoria, sendo capaz de manter a inibigdo do crescimento do parasito na fase epimastigota, além

de um reduzido efeito citotoxico sobre células de mamifero.

Os ensaios in vitro teem contribuido grandemente com o avango na area de pesquisa para a
busca de novos compostos ativos contra organismos vivos, principalmente mircoorganismos, pois
representam uma ferramenta de elevada reprodutibilidade, baixa complexidade e viabilidade
econdmica, caracterizando-se como uma das principais formas de investigacdo em ensaios

biologicos. Com o avanco da bioinformatica essas atividades foram complementadas pela analise
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in silico. Essa estratégia utiliza softwares que capturam, analisam e integram dados biol6gicos e
médicos disponiveis nas variadas bases de dados de acesso livre da internet ou de outras fontes.
Utilizando essa abordagem é possivel sugerir hipotese e contribuir para o0 avango na area medica e
farmacéutica (EKINS et al., 2011; ANDRADE & BRAGA, 2014; EKINS et al., 2007).

Diante do exposto e impulsionados pelos resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa,
este trabalho tem por finalidade a avaliagdo do efeito dos compostos de dissulfetos de diarila

sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito de dissulfetos de diarila sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas

de Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos Especificos:

e Determinar a Concentragéo Inibitoria 50% (Clso) dos compostos dissulfetos de diarila sobre
as formas epimastigotas de T. cruzi, por meio do ensaio de viabilidade.

e Analisar o crescimento das formas epimastigotas de T. cruzi, tratados com a Clso dos
compostos que mais afetaram a viabilidade do parasito;

e Determinar o efeito tripanocida ou tripanostatico dos compostos por meio de ensaio de
recuperacdo com formas epimastigotas;

e Analisar a morfologia de formas epimastigotas de T. cruzi durante o ensaio de recupercao;

e Auvaliar o efeito dos compostos mais ativos contra formas epimastigotas, sobre as formas

tripomastigotas de T. cruzi.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Caracteristica do Estudo

Este estudo propde avaliar a atividade bioldgica dos compostos Dissulfeto de Diarila
sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas T. cruzi. Com base nos resultados obtidos em
trabalho recentemente realizado em nosso laboratério, por Bruna Migliorini (2021), verificou-se
que os referidos compostos apresentaram atividade inibitoria frente as formas epimastigotas de
T. cruzi, cepa Dm28c, com baixa citotoxicidade sobre células de mamiferos nas condices in vitro.
Tais resultados impulsionaram o interesse do grupo de pesquisa em dar continuidade aos estudos

com esta classe de compostos.

4.2 Analise das propriedades farmacocinéticas e de toxicidade in silico

As propriedades farmacocinéticas de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e
toxicidade (ADMET) dos compostos utilizados neste estudo foi calculada por meio da plataforma
online de acesso gratuito, o0 pkCSM (do inglés: Predicting Small-Molecule Pharmacokinetic) por
meio dos softwares Tox-Prediction software, STopTox software e PAINS-remover software)

(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/). Trata-se de um algoritmo utilizado para a predicdo de

caracteristicas farmacocinéticas e toxicoldgicas, utilizando aprendizagem de maquina em sua
metodologia. Possui um conjunto testes de mais de 10 mil moléculas, visando uma predicdo com
maior precisao (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). Para a realizacdo das analises utilizou-se
0 medicamento referéncia como modelo, o Benznidazol, uma vez que suas caracteristicas ADMET

ja sdo amplamente conhecidas.

4.3 Cultura de T. cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi Dm28c foram mantidas em meio LIT ( do inglés: Liver
Infusion Tryptose) (CAMARGO, 1964), suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF), a
28 °C, com repiques periddicos de 3 dias. Para os experimentos foram utilizados parasitos de
culturas em fase log, no estagio de vida epimastigota. A partir das culturas de formas epimastigotas,
foram obtidas formas tripomastigotas metaciclicas, por meio do processo de diferenciacdo in
vitro, sob condi¢fes quimicamente definidas (CONTRERAS et.al.,1985; BONALDO et.al.,
1988)


http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/
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4.4 Dissulfetos de diarila - compostos sintéticos

Os compostos sintéticos que foram utilizados neste trabalho foram produzidos pela Dr
Rejane Gongalves Diniz Khodyuk e fornecidos pelo Dr Edson dos Anjos, ambos pesquisadores
vinculados ao Laboratério SINTMOL-UFMS (Synthesis and Transformation of Organic
Molecules). Os compostos foram mantidos sob refrigeracdo até o momento do uso, no Laboratoério

de Imunologia, Biologia Molecular e Bioensaios (LablmunoBio) da UFMS.

Os compostos dissulfetos de diarila foram sintetizados com dois anéis fenil, contendo
substituintes haletos, esses compostos foram derivados de tiois tratados com Al(H2PO4)3-HNO3

como catalisador para a nitracdo dos anéis aromaticos e acetonitilo para acelerar a reacao.

Todos os compostos utilizados nos ensaios foram solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO) e diluidos em PBS ( do inglés: Phosphate Buffer Saline), no momento da realizagdo
dos ensaios, de modo que a concentracdo de DMSO néo ultrapassasse 1% (v/v), concentracdo

que ndo afeta o crescimento ou viabilidade do parasito (Tabela 1).

Tabela 1. Compostos dissulfeto de diarila testados frente a formas epimastigotas de T. cruzi

Composto  Dissulfeto de diarila  Peso molecular Estrutura quimica

1-Bromo-2 - [(2- Br

A bromofenil) dissulfanil] 373,843416 g/mol s ,,s._\s/..-\}{/_-/‘
benzeno L,;.c- i
1-Cloro-2-[(2- .

B clorofenil) dissulfanil] ~ 285,944450g/mol A I/S\S /E\WJ

] .

benzeno L\/;/ -
1-Cloro-3-[(3- .-

C clorofenil) dissulfanil] ~ 285,944450g/mol P T TS I/-:,\Q _C
benzeno [ 2
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1-Bromo-4-[(4- B
D bromofenil) dissulfanil] 373843416 gfmol s L
benzeno Br/j\_ {J
1-cloro-4-[(4- A
E clorofenil) dissulfanil] ~ 285,944450g/mol B iBeii e
Benzeno N

Fonte: Khodyuk, 2020

4.5 Ensaio de viabilidade por contagem

O efeito dos compostos sintéticos sobre o crescimento e a morfologia de formas
epimastigotas do parasito tratados com a Concentracdo Inibitéria 50% (Clso) em 24h de tratamento
com 0s compostos sintéticos denominados A, B, C, D e E, foi determinado por meio de analise de

regressdo ndo linear.

Os ensaios foram realizados em placas de 24 pogos, utilizando-se parasitos em fase
exponencial de crescimento submetidos a 6 concentracbes de cada composto, sendo
respectivamente 0 pg/mL(Controle), 1 pg/mL, 1,5 pg/mL, 2 pg/mL, 3 ng/mL, 4 pg/mL, 6 pg/mL,
sendo utilizadas trés réplicas para todos os tratamentos. No controle foi adicionado PBS ao invés

dos compostos.

O método de contagem para a investigacao de viabilidade de T. cruzi é utilizado em diversos
trabalhos envolvendo ensaios bioldgicos in vitro, pois permite a observacao de caracteristicas como
mobilidade e morfologia geral da célula (CASTRO, 2012; ANJOS, 2014; MIGLIORINI, 2020).

Neste trabalho foram considerados viaveis o0s parasitos que apresentaram motilidade
caracteristica, com flagelo aparente e morfologia fusiforme. A contagem do numero de parasitos

foi realizada em camara de Neubauer.
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4.6 Ensaio de curva de crescimento de formas epimastigotas

O crescimento in vitro dos parasitos (1x10%/mL) tratados com a Clso/24h dos compostos
mais ativos no ensaio de viabilidade, em placas de 24 pocos, foi monitorado durante quatro dias
(96h), por meio de contagens a cada 24horas em camara de Neubauer, com o objetivo de verificar
o efeito da Clso/24h em longos periodos de exposicdo. Para o controle, foram cultivados parasitos
na presenca PBS1x na mesma densidade celular do que aqueles cultivados na presenca dos
compostos. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.7 Ensaio de recupercao de formas epimastigotas

Com base nos valores Clso/24h obtidos, a Clgo/24h aproximada foi definida como 10
pg/mL para todos os compostos. O ensaio de recuperacao permite realizar a anélise dos compostos
frente ao parasito, observando se 0 composto possui atividade tripanocida ou tripanostatica. Para a
realizacdo deste teste os parasitos em concentracdo 1x10’/mL foram expostos a concentragao
definida como Clgo/24h dos compostos e mantidos a 28 °C durante 4 horas. Posteriormente as
culturas foram centrifugadas a 2.000 xg/10min e lavadas 2 vezes em PBS1x, em seguida a
densidade celular foi ajustada para 1x108/mL em meio LIT na auséncia dos compostos. Para o
controle foi utilizado cultura com adi¢do de PBS1x. O material foi mantido a 28 °C em placa de
24 pogos durante 96h, com contagens a cada 24h em camara de Neubauer, para fins de avaliar a
multiplicacdo dos parasitos. A curva e os valores de desvio padréo foram estabelecidos utilizando
Microsoft Office Excel 2016. Em paralelo a cada ponto da curva, foi realizada a analise da

morfologia dos parasitos por microscopia optica. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.8 Avaliagdo da morfologia das formas epimastigotas tratadas com os compostos durante o
ensaio de recuperacgao

A fim de observar se o tratamento com 0s compostos provoca alguma alteracdo morfoldgica
nas formas epimastigotas de T. cruzi, a cada ponto da curva de recuperacdo, foram realizadas
anélises da mesma por microscopia Optica. Os parasitos foram coletados por centrifugacdo a
2.000 xg por 10 minutos, lavados duas vezes em PBS1X e fixados com paraformaldeido a 4%
por 20 minutos. Entdo foram aplicados 5x10%/mL células em 10pL, sobre uma lamina de
microscopia e corados pelo método Panotico (ciclohexadieno 0,1%, azobenzenosulfénicos 0,1%

e fenotiazina 0,1%). As laminas foram montadas em Permount® (Fisher Scientific) e examinadas
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com um microscopio Nikon E600 em aumento de 1.000x. Foi determinado o percentual de formas
alteradas ap0s a anélise microscopica de 100 parasitoa para cada tratamento. Nesse ensaio foram
consideradas formas alteradas o0s parasitos que se apresentaram imoveis, sem flagelo aparente ou

sem a morfologia fusiforme, caracteristica desse estagio de desenvolvimeno.

4.9 Ensaio com formas tripomastigotas

Formas tripomastigotas metaciclicas foram distribuidas em placas de 96 pocos na
concentragdo de 1x10° células/poco em meio TAU3AAG (Triatomine Artificial Urine
suplementado com glicose, prolina, glutamato e aspartato de s6dio) contendo o composto mais
ativo no ensaio de viabilidade com formas epimastigotas, PBS1x (controle negativo) ou
Benznidazol (controle positivo). Para a realizacao do teste foram selecionadas trés concentracdes
do composto D, baseadas no valor de Clso/24h para formas epimastigotas, sendo elas 3,124uM,
6,248 UM e 12,496uM, enquanto para o controle postivo foram selecionadas duas concentragdes
concentracdes de Benznidazol, 800 e 1.600 uM.

Apbs 4 h de incubacao, foi avaliada a atividade dos compostos, por meio de contagem em
camara de Neubauer, utilizando como critério a mobilidade dos parasitos. O ensaio foi realizado
em triplicata.

4.10 Analise estatistica

As analises foram realizadas por regressdo nao linear, com o auxilio dos softwares e
Graph Pad Prism 7 e Microsoft Excel 2013. A comparacdo entre as curvas de crescimento dos
parasitos tratados e controle foi realizada por meio do teste de andlise de variancia de uma via
(ANOVA).
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5. RESULTADOS

5.1 Analise das propriedades farmacocinéticas e de toxicidade in silico

Os resultados obtidos com a analise in silico das propriedades ADMET dos compostos
dissulfeto de diarila estdo elencados na tabela 2 e indicam que as caracteristicas farmacocinéticas
dos compostos sdo muito semelhantes.

Tabela 2. Predicéo in silico dos parametros de absorcéo, distribui¢do, metabolismo e excregédo
(ADMET) dos dissulfetos de diarila e Benznidazol.

Predicdo ADMET
Compostos | A | B | c | b | E [BNZ
Absorc¢ao
Solubilidade em agua (logP)* -6.681 | -6.425 | -6.48 | -6.645 | -6.388 | -2.723
Permeabilidade ao CaCo: (log Papp 1667 | 1.668 | 1.505 | 1.465 | 1.466 | 0.655
em 10 cm®/s)!
Absorcdo intestinal humana (% 89.691 | 89.825 | 90.284 | 89.285 | 89.419 | 75.494
absorvido)*
Permeabilidade da pele (log Kp)* -1.883 | -1.852 | -1.837 | -1.865 | -1.834 | -2.735
BBB permeability (log BB): 0,425 | 0,441 | 0.494 | 0.468 | 0.484 | -0.863
CNS permeability (log PS)! -1.301 | -1.301 | -1.314 | -1.304 | -1.304 | -2.69
Metabolizagéo
Inibidor de CYP2D6! N N N N N N
Inibidor de CYP3A4! N N N N N N
Substrato de CYP2D6! N N N N N N
Substrato de CYP3A4! S S S S S N
Mutagenicidade (AMES)*?2 N N N N N S
Hepatotoxicidade!-2 N N N N N S
Sensibilizacéo da pele® N S S N S N
PAINS

Pan-assay interference compounds® | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg | Neg

1pkCSM software; 2Tox-Prediction software; 3STopTox software; SPAINS-remover software. Abreviagdes: Log P-
log do coeficiente de parti¢do (P); CaCoz -linhagem celular de adenocarcinoma colorretal epitelial humano; Papp -
coeficiente de permeabilidade aparente; Kp - constante de permeabilidade da pele; AMES- método para avaliar
potencial mutagénico; Neg-negativo. N-N4&o; S-Sim

Todos os compostos sdo facilmente absorvidos pela mucosa intestinal, capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica e penetrar no sistema nervoso central.

A avaliacdo dos parametros de absorcdo dos compostos indicou uma boa predicdo de
permeabilidade e absorcdo intestinal, o que podera contribuir para sua administracdo por via

entérica (oral, sublingual ou retal).
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Conforme pode ser observado na tabela 2 todos os compostos apresentaram elevada (valor
> 0,9) permeabilidade a células CaCo-2 (células de linhagem de adenocarcinoma colorretal - do
inglés: Cancer Colon) e podem ser absorvidos pela mucosa intestinal. No entanto, o Benznidazol
apresentou menor permeabilidade.

Em relacdo a permeabilidade a pele, ao contrario do observado para o Benznidazol, todos
os dissulfetos de diarila sdo permeéveis, porém somente os compostos A, B e D apresentaram a

propriedade de provocar sensibillizacao cutanea.

Corroborando os dados obtidos in vitro, os quais indicaram uma baixa citotoxicidade sobre
células Vero, a andlise in silico indicou que nenhum dos compostos dissulfeto de diarila apresentou
hepatotoxicidade. Da mesma forma, nenhum dos compostos apresentou potencial para
mutagenicidade (AMES).

O Benznidazol compartilha a maioria das caracteristicas ADMET com os dissulfetos de
diarila, porém verificou-se que apresenta mutagenicidade e hepatotoxicidade, propriedades
amplamente conhecidas pela comunidade cientifica, o que inclusive justifica a busca por novos
farmacos para o tratamento da doenca de Chagas.

Sobre as caracteristicas de metabolizacdo de farmacos, avaliou-se as propriedades que
indicam para a possibilidade de determinado composto se comportar como subtrato ou inibidor
das enzimas do complexo enzimatico Citocromo P450 (CYP450). Este complexo é composto por
diversas enzimas que promovem a modificacdo quimica de véarias moléculas exdgenas (por
exemplo medicamentos) afim de facilitar a sua excrec¢ao pelo organismo humano ou transforma-
lo em sua forma farmacoldgica ativa. Dentre as diversas enzimas que compdes o referido
complexo, as duas principais isoformas responsaveis pelo metabolizacéo ou biotransformacéo de
farmacos sdo CYP2D6 e CYP3A4. Portanto se um dado farmaco é substrato para essas enzimas,
significa que sera metabolizado por essa via, enquanto sendo inibidor ir afetar drasticamente as
propriedades do mesmo.

Nenhum dos compostos testados, inclusive o farmaco Benznidazol, apresentam
propriedades de inibidores das enzimas CYP2D6 e CYP3A4, tampouco foram caracterizados
como substratos para CYP2D6. Por outro lado, todos os compostos dissulfetos de diarila
apresentaram propriedades de substrato para a isoforma CYP3A4.

Nenhum dos compostos avaliado, inclusive o Benznidazol, foram identificados como

interferentes em ensaios bioldgicos, pela ferramenta PAINS (do inglés: Pan-assay interference
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compounds), eliminando entdo a possibilidade de resultados falso positivos.

5.2 Ensaio de Viabilidade das formas epimastigotas de T. cruzi:

A avaliacdo da atividade in vitro dos compostos dissulfetos de diarila sobre aviabilidade,
morfologia e reproducéo de formas epimastigotas de T. cruzi foi realizada através do método
de contagem. Com base nos dados obtidos, foi possivel observar que todos os compostos testados

possuem a capacidade de alterar a viabilidade e a capacidade de multiplicacdo dos parasitos.

Por meio desse ensaio,foi determinada a concentracdo em gque cada composto foi capaz
de inibir 50% da viabilidade celular (Clso) de formas epimastigotas, em 24h de tratamento, por
meio de analise de regressdo ndo linear. Os valores de Clso/24h obtidos para cada composto sobre

formas epimastigotas de T. cruzi pelo método de contagem encontramse na tabela 3:

Tabela 3 — Clso/24h dos compostos contra formas epimastigotas de T. cruzi

Composto Clso(ug/mL-pM) R? Intervalo de
Confianca (95%)
A 2,271 -6,074 0,9496 2,047 - 2,520
B 2,020 — 7,064 0,9185 1,817 — 2,246
C 1,503 - 5,274 0,9865 1,422 — 1,588
D 1,168 - 3,124 0,9543 1,025 -1,331
E 1,456 — 5,091 0,8843 1,306 - 1,623

Por meio do teste de viabilidade, foi observado que 0s compostos possuem atividade
bioldgica contra a forma replicativa epimastigota de T. cruzi, sendo que os valores respectivos da
Clso variam de 3,124 até 7,0644 uM.
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Os compostos que demonstraram uma maior atividade foram os compostos D e E, pois em
uma menor concentracgdo foram capazes de reduzir 50% do crescimento dos parasitos, os valores

de Clso para esses compostos foram 3,124 e 5,091uM respectivamente.

A morfologia caracteristica dos parasitos foi afetada, em todos os tratamentos sendo
possivel observar a presenca de formas atipicas, mais arredondadas ou com a presenca de vacuolos
citoplasmaticos. Os parasitos com essas caracteristicas eram moveis, embora apresentassem maior
dificuldade de motilidade. Portanto ndo foram considerados vidveis, pelos critérios pré-
estabelecidos.

Todos os compostos testados apresentaram uma Clso menor do que aquela encontrada
para o Benznidazol em formas epimastigotas de T. cruzi, em ensaios in vitrocom a cepa Dm28,
a qual variou entre 9,99 uM e 14,98 pM. Esses resultados apontam para futuros estudos

envolvendo essa classe de compostos, como candidatos promissores com atividade contra T. cruzi.

5.3 Curva de crescimento de formas epimastigotas por contagem

Foram selecionados, os compostos D e E, para a realizagdo da curva de crescimento,
pois mostraram-se mais ativos, de acordo com os resultados de Clso/24h. Os dados obtidos
mostram uma recuperacdo gradual do tratamento com o composto D. A curva de crescimento

esta representada na figura 4.
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CURVA DE CRESCIMENTO - COMPOSTO D
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Figura 4. Efeito da Clso/24h dos compostos dissulfetos de diarila D sobre o crescimento de formas epimastigotas de
T. cruzi. Em todos os graficos, cada ponto corresponde a média das triplicatas com desvio padréo.

Como pode ser observado na figura 5, houve uma reducdo do crescimento dos parasitos
expostos a Clso/24h do composto D durante todo o periodo de crescimento, indicando que a
atividade do composto se manteve por 96h, quando foi observada uma média de parasitos de
24,73x10%/mL para o controle e 19,87x10%/mL para o tratamento com composto D, oque
representa umainibicéo de aproximadamente 20% do crescimento. Ap6s 72 horas de tratamento a
diferenca era maior, o controle apresentava uma média de 11,38x10%/mL enquanto para os tratados

a média era 5,35x10°m/L, oque representa inibicdo de 53% do crescimento.

O composto E ndo apresentou atividade nesse teste, apresentando densidade celular igual

a do controle.

5.4 Ensaio de Recuperacéao de viabilidade das formas epimastigotas de T. cruzi por contagem

Esse ensaio foi realizado com os compostos B, C e D, os dados referentes ao crescimento
dos parasitos no teste de recuperacdo do composto C podem ser observados na figura 5 e os dados

referentes aos compostos B e D podem ser observados na figura 6.
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Figura 5. Efeito da CLg/24h do composto Dissulfeto de Diarila C sobre o crescimento de formas epimastigotas de
T. cruzi. Em todos os gréficos, cada ponto corresponde a média das triplicatas com desvio padréo.

A curva de recuperacdo do crescimento apresentada na figura 6 mostra que 4 horas de
tratamento com uma alta concentracdo do composto C, com posterior incubacdo de parasitos livres
de compostos, levou a uma redugdo do crescimento em relacdo ao controle, que se manteve

durante todo o periodo do ensaio (96h).

Nesse ensaio foi possivel observar que 24h apés a retirada dos compostos, a média da
densidade celular do controle foi 3,06x10%/mL enquanto os parasitos tratados apresentaram uma
média de 2,05x10° oque representa uma inibicdo do crescimento de 33%. Apos 48 horas essa
inibicdo caiu para 31%, visto que o controle apresentou uma densidade celular de 5,38x10°m/L e
os tratados 3,70x10°m/L. Em 72 horas a inibicdo subiu para 52,70%, densidade celular de
12,17x10%m/L para o controle e 5,76x10°m/L para tratados. No Gltimo ponto de contagem, em
96 horas a desnidade celular foi 20x10°m/L para o controle e 12,10x10°m/L para os tratados,
apressentando uma inibicdo de 39, 71%. O ultimo ponto de contagem apresenta uma inibigéo
menor que em 72h porém maior que em 24h, indicando uma estabilidade na inibicdo do

crescimento.

Pode ser observado na figura 7, referente a curva de recuperacdo do crescimento dos



32

parasitos tratados com os compostos B e D, que houve também houve uma reducdo do
crescimento em relacdo ao controle, reducdo que esteve presente em todos os pontos de

contagem.
14,00 ~
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Composto B 1,67 3,35 6,33 8,27
Composto D 1,49 2,78 5,07 7,10
Controle 2,51 3,89 6,88 11,20

Figura 6. Efeito da CLgo/24h do composto Dissulfeto de Diarila B e D sobre o crescimento de formas epimastigotas
de T. cruzi. Em todos os graficos, cada ponto corresponde a média das triplicatas com desvio padréo.

Os dados apresentados mostram que os valores de densidade celular 24h apdés a retirada
dos compostos foi de 2,51x10°m/L para o controle, 1,67x10°m/L para o composto B e
1,48x10°m/L para o composto D. Isso indica que houve inibicdo de 33,60% do crescimento dos
parasitos, mesmo ap0s 24h da retirada do composto B, valor pr6ximo ao observado para o
tratamento com o composto C, no mesmo intervalo de tempo sem a presenca do mesmo. Com
relacdo ao composto D foi observada uma inibicdo de 40,90% no crescimento dos parsitos, nas
mesmas condi¢fes. Com isso, 0 composto D apresentou maior capacidade de inibir o crescimento

dos parasitos.

Ap0s 48 e 72 horas os valores de inibicdo dimunuiram para os compostos B e D, sendo
assim os valores de desnsidade celular dos parasitos tratados se aproximaram mais do controle,
sendo respectivamente 3,89x10%/mL para o controle, 3,35x10%mL para o composto B e
2,78x10%mL para o composto D 48 horas apds a retirada dos compostos. Esses valores

representam uma inibicéo de 13,88% para o composto B e 28,66% para o composto D. Apds 72h
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da retirada dos compostos os valores de densidade eram 6,68x10%/mL para o controle,
6,33x10%mL para o composto B e 5,07x10%/mL para o composto D, oque representa uma inibicao
de 7,95% e 26,36% respectivamente.

No ultimo ponto de contagem, 96 horas apos a retirada dos compostos a diferenca entre a
viabilidade dos parasitos tratados e do controle se tornou mais evidente, os valores de densidade
celular eram 11,20x10%mL para o controle, 8,27x10%/mL para 0 composto B e 7,10x10%mL para
0 composto D. Esses valores representam uma inibic¢éo de 26,19% para o composto B e 36,61%
para o composto D.

Considerando os dados obtidos no ensaio de recuperacdo de crescimento, os compostos C
e D mantiveramum valor de inibicdo maior do que o composto B, esse resultado estd de acordo
com os valores obtidos para a Clso/24h, onde 0 composto B mostrou uma menor atividade em

relacdo aos outros dois compostos.

Os resultados obtidos nesses ensaios indicam que os trés compostos testados possuem
valores aproximados de inibicdo no crescimento dos parasitos, porém existe nas formas
epimastigotas de T. cruzi a capacidade de recuperacdo de crescimento, que embora ndo chegue
a 100% de viabilidade, ultrapassa 50%. A recuperacdo do crescimento mediante tratamentos,
revela indicios de que o efeito dos compostos, embora talvez ative mecanismos de morte, seja

tripanostatico e ndo tripanocida, pois ndo levou a uma inibicéo total.

5.5 Avaliagdo da morfologia das formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com o0s
CoOmpostos:

A avaliacdo da morfologia das formas epimastigotas foi realizada para os tratamentos com
0 composto B e D, onde foi observado um percentual de formas alteradas presentes em cada ponto
de contagem da curva de recuperacao.

Foi possivel observar formas atipicas no controle com PBSx1, possivelmente devido ao
crescimento em pocos e tambem do processo de producdo das ldminas. Porém os tratamentos
apresentaram um maior percentual de formas alteradas durante todos os pontos de contagem,
apresentando ainda formas arredondadas denominadas Vacuolos (V), os dados podem ser

observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Percentual de formas epimastigotas de T. cruzi com morfologia alterada ap6s
tratamento com Cloo/24h dos compostos Dissulfeto de Diarila D e B.

Controle Composto D Composto B
Tempo N A N A \' N A \'
24h 87 13 50 30 20 79 15 6
48h 85 15 56 28 16 85 13 2
72h 88 12 67 26 7 80 17 3
96h 85 15 69 16 13 80 16 4

Abreviacbes: N- Normal; A- Alteradas; V-Vacuolos.

O tratamento com o composto D levou ao surgimento de um maior percentual de formas
alteradas, mesmo ap0s 24h da retirada do composto, apenas 50% dos parasitos contados
apresentavam a forma considerada normal, enquanto 30% apresentavam uma forma atipica e 20%
foram classificados como formas com presenca de vactolos. O ponto de contagem com o menor
percentual de formas alteradas para o tratamento com o composto D, foi em 96h na qual 16% era
o percentual de formas alteradas e 13% de formas vacuolizadas.

O tratamento com o composto B também levou ao surgimento de mais formas alteradas
em relacdo ao controle, sendo o maior percentual observado em 24h apds a retirada do composto,
onde foi observado um um percentual de 15% de formas alteradas e 6% de formas vacuolizadas O
menor percentual de formas alteradas foi observado 48h ap0s a retirada do composto, na qual 85%
dos parasitos possuiam o formato compativel com formas epimastigotas caracteristicas.

Os parasitos tratados com o composto B apresentaram um percentual similar de alteracfes
em relacdo ao controle, no entanto, a maior diferenca entre os parasitos do controle e os parasitos
tratados com o composto B, foi a presenca de formas vacuolizadas.

Os parasitos tratados com o composto D, ap0s 24h da retirada do composto, apresentaram
17% a mais de formas alteradas em relacdo ao controle. Nos pontos sucessivos de contagem, em
48h, 72h e 96h a diferenca entre os tratados e o controle diminuiu, passando a ser respectivamente
13%, 14% e 1%, além das formas vacuolizadas ausentes no controle e presentes nos parasitos
tratados em todos 0s pontos contagem.

Em todos os pontos de contagem foi observado um percentual menor de formas alteradas

e vacuolizadas para o tratamento com composto B em relag¢do ao tratamento com o composto D,
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esses dados estdo de acordo com 0s ensaios anteriores, nos quais 0 composto D mostrou uma maior
atividade sobre as formas epimastigotas.

O percentual de formas alteradas em ambos os tratamentos foi menor em 72h e 96h apds
a retirada do composto do que em 24h. Durante a observacdo da viabilidade, no ensaio de
recuperacdo, foi observado que nesses mesmos intervalos de tempo, a diferenca de viabilidade
entre o controle e os tratamentos foi maior que nas primeiras 24h, o que poderia indicar que essas
alteracdes morfoldgicas estdo relacionadas com a viabilidade do parasito, prejudicando sua

capacidade de multiplicacéo.

5.6 Ensaio com formas tripomastigotas de T. cruzi
Os dados obtidos para o ensaio com formas tripomastigotas, demonstram que 0
composto D possui atividade em concentracdo superior a Clso/24h definida para formas
epimastigoas (3,124uM), os valores referentes as réplicas desse ensaio podem ser observados na
figura 7.
Os dados apresentados na figura 8 mostram que parasitos tratados com a concentragéo de
6,248 UM ndo apresentaram diferenca de viabilidade significativa em relacdo ao cotrole, sendo

assim essa concentracdo ndo demonstrou atividade sobre as formas tripomastigotas.
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Figure 7. Efeito do composto Dissulfeto de Diarila D sobre a viabilidade de formas tripomastigotas de T. cruzi. Em
cada coluna estéo as médias dos respectivos tratamentos com desvio padréo.
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Entre o controle e parasitos tratados com a concentragao de 12,496 UM, foi observada uma
diferenca significativa, onde a média do controle foi 8,84x10°m/L e a média dos parasitos tratados
foi de 4,86x10°m/L. Esses valores representam uma viabilidade de 55% para os parasitos tratados,
ou ainda uma inibicdo de 45% da viabilidade, sendo definida uma Clso de 4,078 pg/mL (10,90

pUM) para formas tripomastigotas utilizando esse composto (R2= 0,92).

Os dados obtidos a partir das réplicas do tratamento com benznidazol podem ser observados na

figura 8.
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Figure 8. Efeito do Benznidazol sobre a viabilidade de formas tripomastigotas de T. cruzi. Em cada coluna estao as
as médias dos respectivos tratamentos com desvio padréo.

O Benznidazol (controle positivo) também demonstrou atividade contra a forma
infectiva do parasito, porém em concentra¢6es superiores aquelas utilizadas para o composto D,
como esta demonstrado no grafico da figura 9, a viabilidade dos parasitos foi consideravelmente
afetada na concentracdo de 1600 uM, onde houve uma inibicdo de 51,50% dos parasitos em
relagdo ao controle. Nesse ensaio 0 composto D demonstrou uma melhor atividade em relagéo ao
Benznidazol, que tem uma Clso/24h de 1028 uM (R2=0,92).
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6. DISCUSSAO

A analise das propriedades ADMET indica que todos os compostos dissulfetos de diarila
testados possuem capacidade de absorc¢éo intestinal, o que significa que poderiam ser admnistrados
como farmacos por via oral, os compostos denominados A (Br na posicéao orto) e D (Br na posicéao
para) possuem ainda capacidade de permeabilidade da pele, com ausencia de sensibilizacao,
sugerindo uma administracdo via transdérmica. Os compostos ainda apresentaram um resultado
negativo para mutagenicidade e hepatotoxicidade, enquanto o Benznidazol foi positivo para as
duas caracteristicas, indicando para além de sua citotoxicidade, a potencial capacidade de atuar
como agente cancerigeno (PIRES, BLUNDELL & ASCHER, 2015).

Os compostos dissulfetos de diarila, testados neste trabalho, apresentaram atividade contra
formas epimastigotas de T. cruzi, causando alteracdes morfoldgicas nos parasitos e afetando sua

viabilidade.

Khodyuk e colaboradores (2020) relataram a acdo de diaril dissulfetos como inibidores da
acao da tubulina em células da linhagem MCF-7 (Linhagem celular de adenocarcinoma de mama
humano). A acdo antitubulinica foi atribuida a ligacdo ao sitio da colchicina ou a inibicdo da
montagem da tubulina, no entando, ndo apresentou nessa linhagem celular uma inibi¢do do

crescimento.

Os compostos dissulfetos de diarila mais ativos na inibi¢do do crescimento de T. cruzi, aqui
denominados composto D (Br na posi¢do para) e composto E (Cl na posi¢do para) foram os
menos ativos na inibicdo da montagem de tubulina na linhagem de células neoplésicas no trabalho
de Khodyuk e colaboradores (2020), enquanto o composto A (Br na posi¢do orto) e composto B
(Cl na posicéo orto) foram os menos ativos na inibi¢do do crescimento do parasito e mais ativos

na inibicdo da montagem de tubulina em células neoplasicas.

Isso indica que os compostos D e E atuam mais ativamente na célula do protozoario em
estudo, a ndo inibicdo do crescimento das células neoplésicas apos o tratamento com dissulfetos
de diarila pode indicar uma seletividade entre células de mamifero e do parasito, como observado

também por Migliorini (2021).
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Migliorini (2021) atribuiu uma acdo inibitdria de crescimento em T. cruzi aos compostos
citados, porém os compostos apresentaram valores de Clsg inferiores do que aqueles obtidos nesse
trabalho, sendo eles respectivamente A= 4,317uM; B= 1,8591uM; C=1,3016uM ;D= 0,7048uM;
E=0,9124uM. Esse achado indica que talvez os compostos sofram uma perda de efeito, durante

sua manutencgdo em temperatura de congelamento.

Os compostos B, C e E apresentaram diferentes valores de Clso embora sejam
estruturalmente semelhantes, possuindo como diferenca apenas a posi¢do do substituinte cloro,
(B- orto, C - meta, E - para). O mesmo ocorre para 0s compostos A e D, que possuem o substituinte
bromo em posicdes distintas (A- orto; D-para), Nesse ensaio 0s compostos com substituintes na
posicdo para demonstraram maior atividade que os demais. Esses resultados indicam que a
localizagdo dos substituintes influénciem mais significativamente na atividade dos compostos

quanto a inibicao do crescimento em formas epimastigotas.

Os dados obtidos no ensaio de recupercdo mostram que os compostos C e D (C=cl na
posicdo meta, D= br na posicdo para) mantiveram valores semelhantes de inibicdo do
crescimento, mesmo apo6s 96h da retirada dos compostos, enquanto o composto B (B= cl na
posicdo orto) apresentou um menor valor de inibicdo nesse mesmo ponto. O composto C teve o
menor valor de inibicdo do crescimento 24h ap6s a retirada do composto e 0o maior valor de
inibicdo 72h apds a retirada do composto. Os compostos B e D apresentaram um comportamento
semelhante, com maior valor de inibicdo 24h apos a retirada dos compostos, e menor valor de
inibicdo 72h apos a retirada dos compostos que volta a subir em 96h. Esse comportamento pode
indicar que esses dois compostos sejam capazes de suprimir a fase exponencial de crescimento do

parasito.

Diversos trabalhos relatam alteragcbes morfologicas em T. cruzi decorrente do tratamento
com diferentes compostos que afetam vias distintas. Nosso grupo de pesquisa ja relatou
anteriormente alteragdes morfologicas causadas pelo tratamento com isoobtusilactona A, onde foi
observado o arredondamento e baixa mobilidade da célula do parasito, consequéncias associadas
ao dano mitocondrial ( DE ALMEIDA, et al. 2021).

Nathaly Gregorio (2021) relatou em seu trabalho o surgimento de formas esféricas e de

flagelo encurtado apo6s o tratamento com Dosomorfina um potente inibidor AMPK (Proteina
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Quinase Ativada pelo Aumento de AMP), em formas epimastigotas.

Veiga Santos e colaboradores (2012) resgistraram o aparecimento de formas semelhantes
as formas vacuolizadas encontradas nesse trabalho, por meio do tratamento com amiodarona, que

leva a interrup¢do da homeostase de Ca2+ do parasito e inibicado da biossintese de ergosterol.

Neste trabalho foram observadas alteragdes morfologicas em formas epimastigotas em
todos os ensaios, os resultados do ensaio de analise morfologica associado aos resultados do ensaio
de recuperacdo sugerem que as alteragdes causadas pelo tratamento com altas doses dos

compostos B e D interfiram na capacidade de multiplicacdo dos parasitos.

Ha relatos na literatura de diversos compostos sintéticos apresentam atividade contra
formas tripomastigotas de T. cruzi (ANJOS, 2014; CASTRO,2012). Neste trabalho o composto
sintético Dissulfeto de Diarila denominado composto D apresentou também atividade contra
formas tripomastigotas, apresentando um valor de Clso menor do que aquele encontrado para o
Benznidazol durante o ensaio de viabilidade. A atividade desse composto sobre a forma infectiva
do parasito, associada a suas propriedades ADMET que indicam a auséncia de mutagenicidade,
hepatotoxicidade e uma boa absorcdo intestinal, o tornam um bom candidato para o

desenvolvimento de um novo famaco.

Os resultados obtidos neste estudo indicam a agdo dos compostos dissulfetos de diarila
sobre formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi, revelando atividade bioldgica que subsidia

futuros estudos para a elucidacdo do possivel mecanismo de acao dos referidos compostos.
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7. CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios demonstram que todos 0s compostos possuem agéo sobre formas

epimastigotas de T. cruzi.

O composto D foi o mais ativo no tratamento de 24h, enquanto o composto A foi 0 menos

ativo para 0 mesmo tratamento.

O tratamento das formas epimastigotas de T. cruzi com a Clso/24h do composto D causou
a reducdo da multiplicacdo dos parasitos em 20% em relacdo ao controle, ap6s 96hde

tratamento.

Os resultados obtidos no ensaio de recuperacdo do crescimento dos parasitos tratados
com os compostos B, C e D indicam que a agdo dos compostos sobre T. cruzi seja tripanostética e
néo tripanocida, visto que mesmo sendo tratados com a Clgo dos compostos,0 seu crescimento

ndo foi completamente inibido.

A andlise da morfologia dos parasitos tratados com os compostos B e D demonstra que
esses compostos sdo capazes de causar alteracdes morfoldgicas que possivelmente dificultam a

multiplicacdo dos parasito.

O tratamento das formas tripomastigotas com o composto D, indicou que 0 composto

possui efeito sobre a forma infectiva do parasito, com um valor de Clsp menor que o Benznidazol.
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