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RESUMO

A doenga de Chagas é uma enfermidade derivada da infeccdo pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, que se estima afetar 6 milhGes de individuos e causar 12 mil mortes anuais. Esta patologia
é caracterizada pela falta de sintomas especificos na fase aguda, levando o individuo a descobrir
a doenca geralmente na fase cronica, que pode aparecer até 20 anos apos a infecgdo. Embora
afete multiplas pessoas, esta enfermidade é uma doenca negligenciada, uma vez que os locais
de endemicidade possuem condicBes de vida precarias. Assim sendo, existem apenas duas
linhas de tratamento, porém no Brasil s6 uma € aprovada para uso clinico, o benznidazol.
Entretanto este medicamento ndo é classificado como 6timo, ja que apresenta diversos efeitos
colaterais e uma eficacia que declina progressivamente devido ao aparecimento de cepas
resistentes. Afim de suprir esta escassez, novos farmacos estdo sendo desenvolvidos e/ou
reposicionados, como por exemplo o posaconazol. Outra alternativa é o uso terapéutico de
complexos metélicos. Nesse contexto, resultados recentes do nosso grupo apontam que
derivados de aminopiridina complexados a Cu?* so efetivos contra as formas tripomastigotas
de T. cruzi, e dois compostos se destacaram: o (3a) L112CuClz(CIlOa)2 ¢ (3b) AGL112CuCl..
Estes compostos reduziram mais a viabilidade celular parasitaria do que o benznidazol,
apresentando respectivamente valores de DLsg de 1,7 e 1,8 pM. Com base nestes resultados, no
presente trabalho foi avaliado o efeito dos compostos sobre 0 metabolismo e o potencial de
membrana mitocondrial do parasito, bem como sua toxicidade para as células hospedeiras e
seus efeitos em uma interacdo parasito-célula hospedeira. Estes experimentos foram
selecionados afim de determinar o indice de seletividade (I1S) dos compostos. Através do ensaio
de MTT foi possivel observar que o tratamento com concentracdes referentes ao DLsg reduziu
significantemente o metabolismo mitocondrial parasitario de tripomastigotas (cepa Y)
Resulatdo similar foi visto no experimento de potencial de membrana mitocondrial, onde
utilizando o corante JC-1 viu-se que nas trés concentracdes utilizadas (¥2DLso, DLsoe 2 X DLso)
0s compostos despolarizam a membrana. Os compostos apresentaram baixa toxicidade sobre
as células hospedeiras, onde foi possivel determinar o valor de CCso dos compostos 3a e 3b, em
um tratamento de 24 h (307,1 e 269,7 uM) e 72 h (125,7 e 175,2 uM), respectivamente. A
interacdo foi estabelecida em um modelo de tratamento durante 72h pos-infeccao, e com base
neste determinou-se o valor de 1Cso dos compostos sobre as formas amastigotas intracelulares
como 14,6 uM para 0 3a e 22,4 uM para o 3b. Desta forma foi estabelecido o IS de 24h e 72h
—respectivamente — dos compostos 3a (180,6 e 8,6) e 3b (149,8 e 7,82) e estes foram
considerados extremamente satisfatorios. Por fim, além destes compostos serem faceis de
sintetizar e possuirem baixo custo de producéo, nossos resultados evidenciam que os derivados
metélicos de aminopiridinas detém grande potencial, tornando-os atraentes para o estudo de
novos farmacos visando o tratamento da doenca de Chagas e outras parasitoses.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Doenca tropical negligenciada,

complexos metéalicos.



ABSTRACT

Chagas disease is a illness derived from the infection by the protozoan Trypanosoma cruzi,
which is estimated to affect 6 million individuals and cause 12,000 deaths annually. This
pathology is characterized by the lack of specific symptoms in the acute phase, leading the
individual to discover the disease usually in the chronic phase, which can appear up to 20 years
after infection. Although it affects multiple people, this is a neglected disease, since endemic
regions have precarious living conditions. Therefore, there are only two lines of treatment, but
in Brazil only one is approved for clinical use, the benznidazole. However, this medication is
not classified as excellent, as it has several side effects and an efficacy that declines
progressively due to the appearance of resistant strains. In order to make up for this shortage,
new drugs are being developed and/or repositioned, such as posaconazole. Another alternative
is the therapeutic use of metal complexes. In this context, recent results from our group point
out that aminopyridine derivatives complexed with Cu?* are effective against the
trypomastigote forms of T. cruzi, as two compounds stood out: the (3a) L112CuCl; (ClOs)2 and
(3b) AGL112CuCl,. These compounds reduced the parasitic cell viability more than
benznidazole, with LDso values of 1.7 and 1.8 UM, respectively. Based on these results, the
present work evaluated the effects of the compounds on the parasite’s metabolism and
mitochondrial membrane potential, as well as their toxicity to host cells and their effects on the
parasite-host cell interaction. These experiments were selected in order to determine the
selectivity index (IS) of the compounds. Through the MTT assay, it was possible to observe
that the treatment with concentrations referring to the LDso significantly reduced the parasitic
mitochondrial metabolism of trypomastigotes (strain Y). A similar result was seen in the
mitochondrial membrane potential assay, where using the JC-1 dye it was observed that in all
three concentrations used (¥:DLso, DLso and 2 x DLso) the compounds depolarize the
membrane. The compounds showed low toxicity on the host cells, where it was possible to
determine the CCsg value of the compounds 3a and 3b, in a treatment of 24 h (307.1 and 269.7
MM) and 72 h (125.7 and 175, 2 uM), respectively. The interaction was established in a
treatment model for 72 hours post-infection, and based on this, the 1Csg value of the compounds
for the intracellular amastigote forms was determined as 14.6 uM for the 3a and 22.4 uM for
the 3b. In this way, the IS of 24h and 72h, respectively, of the compounds 3a (180.6 and 8.6)
and 3b (149.8 and 7.82) were established and these were considered extremely satisfactory.
Finally, in addition to these compounds being easy to synthesize and having low production
costs, our results show that the metal derivatives of aminopyridines have great potential, making
them attractive for the study of new drugs aiming at the treatment of Chagas disease and other
parasites.

Key-words: Chagas Disease, Trypanosoma cruzi, Neglected tropical disease, metal complexes.



RESUMO PARA LEIGOS

A doenca de Chagas também conhecida como tripanossomiase americana, € o resultado da
infeccdo pelo protozoario Trypanosoma cruzi — T. cruzi. Acredita-se que esta afete 6 milhdes
de pessoas no mundo e cause 12 mil ébitos anuais. A doenca é dividida em duas partes, a fase
aguda e a fase cronica. Assim que infectada, a pessoa desenvolve a fase aguda, que geralmente
é assintomatica ou possui sintomas comuns, como: mal-estar, dor de cabeca e febre. Pela falta
de sintomas especificos que alertem para a doenga, o individuo afetado ndo procura ajuda e
como consequéncia avancara para a fase crénica. Nesta, a pessoa pode desenvolver sérios
problemas cardiacos e/ou digestivos, que sdo ameacas gravissimas a vida do individuo. Ainda
que seja uma doenca extremamente grave, apenas um remédio é disponivel no Brasil e na
maioria da América Latina, o benznidazol. Este medicamento funciona bem apenas se utilizado
na fase aguda, porém raramente a doenca é descoberta nessa fase; além de ter muitos efeitos
colaterais. Por isso existem Vvarios estudos que pesquisam novas possibilidades de remédios
para a doenga de Chagas, e este é um deles. Em um trabalho anterior do nosso laboratorio,
vimos que dois possiveis medicamentos tiveram Otimos resultados. Por isso, neste estudo
selecionamos estes medicamentos (chamados de 3a e 3b), e avaliamos seus efeitos sobre o
protozoario (T. cruzi) e sobre células animais. Nossos resultados mostraram que estes
medicamentos conseguem eliminar 0s protozoarios sem serem toxicos para as células animais.
Indicando assim que estes sdo extremamente interessantes quando se pensa na busca por um
novo tratamento para doenca de Chagas e outras doencgas também causadas por protozoarios.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, T. cruzi, protozoario, medicamentos



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS- Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BZN- Benznidazol

Cu- Cobre

Co- Cobalto

CCC- Cardiomiopatia Chagasica Cronica

CCso- Concentragdo Citotoxica para 50% da populacéo celular
DMEM- Meio Eagle modificado por Dubelco
DMSO- Dimetilsulfoxido

DLso- Dose Letal para 50% das células

FCCP- carbonilcianeto-4-(trifluorometoxi)-fenilhidrazona
EUA- Estado Unidos da America

IA- indice de Associagdo

ICso- Concentragéo inibitoria de 50% do crescimento
K- Cinetoplasto

MG- Minas Gerais

Mn- Manganés

MTT- Dimetiltiazoldifenil brometo tetrazolico
MET- Microscopia Eletronica de Transmissdo

Ni- Niquel

OPAS/ PAHO- Organizacdo Pan Americana de Saude
OMS- Organizacdo Mundial de Saude

pH- Potencial de hidrogénio

PBS- Tampado fosfato-salina

RJ- Rio de Janeiro

RPM- Rotac¢des por minuto

SC- Santa Catarina

SFB- Soro fetal bovino

U$D- Doélares Americanos

Zn- Zinco

AW¥m- Potencial elétrico transmembrana mitocondrial
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1. INTRODUCAO

1.1. Descobrimento do Trypanosoma cruzi e da Doenca de Chagas

Em 1903, o médico recém formado, Carlos Ribeiro Justiniano Chagas foi escolhido por
Oswaldo Cruz para trabalhar na pesquisa de controle vetorial da maléria, durante a criacdo da
estrada de ferro “Central do Brasil”, em Minas Gerais (MG). Para acompanhar a evolugéo desta
doenca, em 1907, Carlos Chagas passa a morar no municipio de Lassance, onde era construida
uma estacdo da estrada de ferro (Lidani et al, 2019). Além da malaria, Chagas também
pesquisava 0 ecossistema do local, e em 1908 analisando um sagui, encontrou, descreveu e
nomeou 0 seu primeiro tripanosomatideo, o Trypanosoma minasensi. Neste mesmo ano, ao
viajar a Pirapora (MG), Chagas foi introduzido a um inseto extremamente comum na regio, o
percevejo hematdfago conhecido pela populagdo como barbeiro; este inseto foi denominado
desta maneira, uma vez que tem o costume de picar o rosto de suas vitimas enquanto dormem.

Por se interessar pelo inseto, Carlos Chagas passou a investiga-lo, e em seu intestino
encontrou microrganismos flagelados. Afim de esclarecer se aquele parasito seria natural do
inseto ou uma fase evolutiva de outro parasito (como o T. minasensi), alguns barbeiros foram
enviados a Manguinhos, no Rio de Janeiro (RJ), onde Oswaldo Cruz os utilizou para infectar
saguis de laboratorio. Posterior a aproximadamente um més de experimentos, uma cobaia
adoeceu, e no sangue periférico desta foi possivel detectar muitos tripanosomatideos. Por fim,
ao chegar em Manguinhos, Carlos Chagas percebeu que se tratava de uma espécie nova, e em
homenagem a Oswaldo Cruz, a batizou de Trypanosoma cruzi (Kropf, 2017). Ainda em
Manguinhos, Chagas estudou o ciclo evolutivo deste parasito, concluindo que este poderia
infectar outros mamiferos, aléem do sagui. Considerando estes resultados e sabendo que o
barbeiro apresentava preferéncia por ambientes habitados por humanos, Carlos passou a
questionar se o parasito também infectava humanos, e qual seria o quadro clinico desta infecc¢éo.
Com esta indagacdo em mente, ele retorna a Lassance, onde passa a buscar na populacgéo local,
individuos possivelmente acometidos pelo T. cruzi. Eis que em 14 de abril de 1909, Berenice
(de apenas 2 anos) (Fig. 1) é examinada por Carlos Chagas. Ela havia sido picada pelo barbeiro,
e apresentava febre alta, hepatoesplenomegalia e edema facial; sintomas estes que coincidiam
com aqueles vistos em laboratorio. Enfim o sangue da paciente foi analisando, onde pode-se
notar a presenca do T. cruzi, 0 que a tornou o primeiro caso descrito de doenca de Chagas
(Chagas, 1909; Lidani et al, 2019; Chao, Leone e Vigliano, 2020).



Figura 1. A primeira paciente com doenga de Chagas descrita. A. Berenice quando crianga. B. Jornal
local informando a histéria de Berenice (Adaptado de Lidani et al, 2019)

1.2. Trypanosoma cruzi

Protozoarios sdo um grupo de microrganismos pertencentes ao dominio Eukarya, pois
assim como os fungos e animais, eles possuem uma organizacdo mais complexa e apresentam
um nucleo celular cercado por membrana. Este grupo de microrganismos € constituido por
mais de 60.000 espécies conhecidas, e dentre estas encontra-se a familia Trypanosomatidae,
que porsua vez abrange diversos géneros, como por exemplo Leishmania e Trypanosoma. E
neste Ultimo que se encontra o parasito T. cruzi (Votypka et al, 2015; Neves et al, 2016). O
T. cruzi possui algumas organelas especializadas (Fig.2), como por exemplo: o glicosossomo,
uma organela vital para que ocorra a respiracédo celular, uma vez que € onde ocorre a maior
parte da via glicolitica. Alem dele também ha o acidocalciossomo, que por sua vez, age
regulando o pH celular e armazenando calcio, nutriente fundamental para o funcionamento
celular . Diferente das mencionadas previamente, para o T.cruzi, o flagelo € a Gnica organela
responsavel pela locomocao, esta é composta por nove paresde microtibulos periféricos que
envolvem um par central, e se encontra emergindo da bolsa flagelar (Souza, 2002; Souza,
2009). Diferentes das células de mamiferos que podem possuir centenas ou até milhares de
mitocéndrias por célula, os parasitos patogénicos apenas possuem uma Unica mitocondria,
que é ramificada e pode se prolongar por todo o corpo celular; esta organela possui papeis
fundamentais na bioenergética, biosintese e metabolismo celular, além de ter envolvimento
com a regulacdo apoptoética. Portanto esta organela é indispensavel para o funcionamento
celular (Fidalgo e Gille, 2011).
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Figura 2. Organizacdo orgénica do Trypanosoma cruzi, forma mastigota (Adaptado de Tezuka, 2015)

Dentre as diversas caracteristicas notaveis do T. cruzi, uma das principais € o seu ciclo
de vida. Este é heteroxénico pois infecta duas classes de hospedeiros, os invertebrados e 0s
vertebrados, e nestas ele poderd ser encontrado nas formas epimastigotas (Fig. 3-A),
tripomastigotas (Fig. 3-B) ou amastigota (Fig. 3-C). Estes estagios podem ser diferenciados
através da morfologia e a posicdo relativa de algumas organelas. Os amastigotas por exemplo,
sdo arredondados e o flagelo € pouco desenvolvido, e sequer emerge da bolsa flagelar. Ja as
ademais formas sdo diferenciadas pelo formato e posicao de organelas como o cinetoplasto,
enguanto que epimastigotas possuem esta organela em formato de bastéo proximo ao nucleo;
as formas tripomastigotas apresentam um cinetoplasto arredondado e na regido posterior do

parasito (Souza, 2009).
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Figura 3. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A. Forma epimastigota. B. Forma tripomastigota. C.
Forma amastigota. (Fonte: BioRender).

1.3. Ciclo de vida e rotas de transmissio

O ciclo do parasito (Fig. 4) no hospedeiro invertebrado tem inicio quando o inseto
(vetor), realiza o hematofagismo em um mamifero infectado, e ao ingerir os tripomastigotas
sanguineos, estes irdo se diferenciar ao longo do trato digestivo do inseto. Tal transformacéo
ird resultar em epimastigotas e em esferomastigotas (forma intermediaria), este ultimo é
responsavel pela manutencéo da infec¢do, uma vez que pode se transformar em epimastigotas
curtos, tornando possivel a multiplicacdo (por divisdo binaria) e a transformacdo em
tripomastigotas metaciclicos na ampola retal, a porcao final do intestino do vetor. Quando a
forma tripomastigota metaciclica passa a ser encontrada nas fezes e urina do inseto, significa
que este pode dar continuidade ao ciclo da doenca de Chagas, através da transmissao vetorial.
A forma tripomastigota € conhecida por ser infecciosa para hospedeiros vertebrados, como os
humanos; quando em contato com mucosas ou lesdes, ird invadir o organismo, e por ser
altamente infecciosa, possui a capacidade de penetrar qualquer célula. Assim que estiver dentro
da célula hospedeira, consegue evadir a vesicula endocitica e ir para o citoplasma celular, onde
ird se diferenciar em amastigota, 0 que permitira sua multiplicacdo (por divisdo binaria); ao
final do processo de multiplicacdo, as formas amastigotas comecam a se converter em
tripomastigotas sanguineos, estes irdo romper a célula hospedeira sendo liberados na corrente
sanguinea, permitindo a infeccdo de novas células ou de vetores nao infectados durante novo

repasto sanguineo (Neves, 2016; Azambuja e Garcia, 2017).
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Figura 4. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Adaptado de CDC , 2019)

As formas de transmissao do T. cruzi sdo diversificadas e podem ser classificadas em
primarias e secundarias. Mecanismos primarios ocorrem com mais frequéncia, sendo estes
as transmissdes vetoriais, por transfusdes sanguineas, orais e congénitas. Entretanto também
existem as formas pouco tradicionais de transmisséo, sendo estas através de contato sexual,
transplantes de 6rgéos, acidentes laboratoriais, etc. Nos dias de hoje, alguns meios de
contagio mencionados raramente sdo vistos, devido aos inUmeros avangos tecnoldgicos
presenciados nas Ultimas décadas; portanto por serem mais comuns, serdo unicamente

abrangidos os mecanismosprimarios de transmissdo (Corassa et al, 2016).

A rota classica, mencionada anteriormente, ocorre por intermédio dos insetos da
subfamilia Triatominae, onde mais de 140 espécies possuem a capacidade de transmitir o
parasito, dentre estas, 52 sdo encontradas no Brasil. Contudo, poucas destas espécies
possuem relevancia epidemioldgica, ja que a maioria ndo se encontra presente no ambiente
doméstico. Considerando as espécies que possuem significancia (epidemiologicamente), a
Triatoma infestans (Fig. 5) se destaca, uma vez que possui habitos exclusivamente domésticos,
alto indicede infeccdo e grande eficacia de infestacdo. (Corassa et al, 2016; Chao, Leone e
Vigliano, 2020).
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Figura 5. Triatoma infestans (Adaptado de Juberg et al, 2014).

Primariamente a infec¢do pelo parasito era exclusivamente silvestre, porém conforme
apopulacéo ia invadindo as matas, 0s casos passaram a ser comumente vistos em humanos,
gerando a ilustre Doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase Americana.
Desde sua descoberta, em 1909, os casos de doenca de Chagas eram exclusivamente vistos
emregibes rurais, ja que a manutencdo do ciclo parasitario requer reservatorios naturais
(mamiferos), como marsupiais, primatas e roedores. Todavia, em 1950 iniciou-se “éxodo
rural”, na mesma época a hemoterapia comecou a ser popularizada, entretanto ndo havia
testagem do sangue doado, e grande parte da populacdo urbana havia migrado de regides
endémicas para doenca de Chagas, gerando assim a transmissao sanguinea, uma nova forma
de disseminacgdo do T. cruzi (Junqueira et al, 2005). Em 1988 a legislacéo brasileira comegou
a controlar os bancos de sangue, por intermédio de testes de alta sensibilidade, e registros dos
doadores de sangue. Finalmente em 2006, o Brasil obteve o certificado de interrup¢cdo da
transmissdo de doenca de Chagas sanguinea e vetorial (pelo T. infestans), da Organizacgéo
Pan Americana da Saude (OPAS). Entretanto ainda que seja uma conquista no caminho certo,
continuam existindo centenas de outras espécies de barbeiros, capazes de transmitir a doenca
de Chagas, além das novas formas de transmissdo encontradas atualmente (Corassa et al,
2016; Lidani et al, 2019; Chao, Leone e Vigliano, 2020).

A transmissao vertical, ou congénita, ocorre quando a gestante é portadora da doenca
de Chagas e acaba infectando o feto, este contagio pode acontecer em qualquer momento da
gestacdo. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que mundialmente
1,124,930 mulheres na faixa etaria reprodutiva (entre 15 e 44 anos) estejam infectadas com
T. cruzi (OMS, 2015). A transmissdo vertical da doenca de Chagas no Brasil, ocorre em
aproximadamente 1% dos recém nascidos, para isto alguns fatores sdo importantes, como o
nivel de parasitemia, a idade, e a resposta imunoldgica da mae, assim como a cepa do

microrganismo. Ainda que a maioria dos casos sejam assintomaticos, ou possuam sintomas



prodrémicos, é possivel observar casos que progridem para abortos, natimortos ou partos
prematuros, neste Ultimo grupo, observa-se o baixo peso (1,5- 2 Kg) dos recém nascidos,
categorizado como um risco para neonatos (Corassa et al, 2016; Neves et al, 2016).

Com as medidas preventivas de controle vetorial e infec¢do sanguinea vistas nas
Gltimas décadas, uma nova forma de contagio emergiu, a transmissdo oral. Esta consiste na
alimentacdo com mantimentos contaminados pelo T. cruzi; a contaminagdo pode ocorrer
através da presenca de fezes ou de triatomineos infectados nos alimentos, que ao serem
macerados, acabam contaminados pelo parasito. Através do tecido mucoso, o parasito (na
forma infectiva) consegue invadir o organismo do individuo, estabelecendo assim a doenga
de Chagas. Os alimentos que acabam por ser contaminados sdo 0 acai e a cana-de-agucar,
iguarias extremamente famosas em territorio nacional, facilitando a propagacdo do parasito
(Lidani et al, 2019). Diferentementedas outras formas de contagio, a transmissdo oral
raramente € individual, ja que os parasitos sdo diluidos no alimento, e consequentemente
podem infectar maltiplas pessoas (Lidani et al, 2019).0 controle desta transmissédo é feito
através da higienizacdo e pasteurizacdo (quando possivel) destes alimentos, contudo estas
medidas preventivas sdo pouco difundidas popularmente, tornando dificultoso o controle

desta transmissdo e, portanto, ndo permitindo a erradicacdo da doenga de Chagas no Brasil.

1.4. Manifestacg6es clinicas da Doenca de Chagas

Ao passo em que algumas doencas geram comocao global, outras sdo pouco vistas.
Esteé caso das doencas negligenciadas, um grupo que afeta predominantemente areas de
pobreza extrema e condicBes de vida precarias, onde ndo ha acesso aos direitos basicos do
ser humano,como salde, higiene e saneamento. Este grupo de doencas pode mudar conforme
a regido estudada, entretanto no Brasil os homes mais comuns sdo dengue, hanseniase,
maléria, leishmaniose e doenca de Chagas. Estas consideradas doencas tropicais, sdo alguns
exemplos das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo inteiro (Valverde,
2013). Uma dascaracteristicas de doencas negligenciadas, é a falta de investimento em
pesquisas que visam buscar novas medidas de contencdo do vetor e/ou tratamento para as
patologias causadas pelasinfeccdes. Esta mazela é ocasionada apds a infeccdo de um
individuo pelo protozoério T. cruzi. O quadro clinico desta doenca € divido em duas fases, a
primeira € a fase aguda, que caso se manifeste, sera vista em até 15 dias ap6s a infeccdo,

posteriormente havera a fase cronica, que por sua vez, pode demorar anos para aparecer.



1.4.1. Fase aguda

A primeira fase de manifestacdo da doenca de Chagas é predominantemente
assintomatica, pois estima-se que 60-70% dos individuos infectados ndo apresentardo
nenhumsintoma. Entretanto os demais pacientes apresentardo sintomas, e estes podem ser
prodrémicoscomo, dores de cabeca, febre prolongada, mal-estar, e em alguns casos edemas
(localizados e generalizados); estes sintomas tendem aparecer de 5 a 14 dias apds a infeccao.
Todavia sintomas patognomoénicos podem aparecer, tais como, 0 “Sinal de Romana” (Fig. 6-
A e B) queocorre em 10% a 20% dos casos, este € um edema inflamatdrio bipapelbral
unilateral, derivadodo contato da mucosa ocular com as fezes contaminadas do vetor; ja o
chagoma de inoculacéo (Fig. 6- C e D) é um inchaco cuténeo localizado, observado no local
da picada devido a contaminagdo com as fezes do vetor; contudo, ainda que seja um sintoma
classico da fase aguda de doenca de Chagas, pode ser facilmente ignorado pelo individuo.
Desta forma, a faltade sintomas (especificos ou generalizados), faz com que o individuo ndo
busque tratamento e consequentemente avance para a fase cronica da doenca. Entretanto
em alguns casos da fase aguda, pode-se haver manifestacOes fatais, em especial se ela ocorrer
na primeira infancia, ondeha morte em 10% dos casos, principalmente por inflamacdes, em
geral das meninges (gerando meningoencefalite), e raras vezes, do tecido cardiaco, este Gltimo

leva a miocardite aguda difusa (Neves et. al, 2016; Lidani et al, 2019).

Figura 6. Sintomas caracteristicos da infecgdo pelo Trypanosoma cruzi; A e B. Sinal de Romana. C e D.
Chagoma de inoculagéo (delimitado pelo circulo) (Adaptado de Telleria e Tibayrenc, 2017).



1.4.2. Fase Cronica

E durante esta fase que usualmente o paciente descobre que possui a doenca de
Chagas,no entanto ela pode aparecer de 10 a 40 anos apos a infeccdo, e da mesma forma que
a anterior,esta fase serd majoritariamente assintomatica, chamada de forma indeterminada,
caracterizadapela positividade de exames parasitologicos e/ou soroldgicos, entretanto sem
apresentar nenhum sintoma de doenca de Chagas cronico ou alteragdes no eletrocardiograma
do individuo.Porém 40% dos casos sdo sintomaticos, e estes pacientes podem ter diferentes
formas da doenca, como a forma digestiva, que ocorre quando o individuo desenvolve
megacdlon (Fig. 7- C) e/ou megaesbéfago (Fig. 7- B), gerando alteragdes morfoldgicas e
principalmente motoras,atrapalhando a peristalse do trato digestivo. Contudo, a forma
mais severa afeta 1/3 dos pacientes chagasicos, fazendo-os desenvolver cardiomiopatia
cronica chagasica (CCC) (Fig.7-A), esta é responsavel por induzir a insuficiéncia cardiaca
através da fibrose do musculo. Geralmente o individuo sintomatico apresentara apenas uma
forma da doenca, podendo ser cardiaca ou digestiva, entretanto alguns pacientes podem
manifestar ambas simultaneamente, sendo conhecida como a forma mista da doenca de
Chagas (Neves et. al, 2016; Lidani et al, 2019).

Figura 7. Manifestacdes clinicas da fase cronica da doenca de Chagas. A. Comprometimento cardiaco. B.
Megaestfago. C. Megacolon (Adaptado de Silva et al, 2006; Rassi et al, 2010 apud Sangenito, 2015).
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1.5. Epidemiologia

Embora seja endémica em 21 paises, incluindo o Brasil, a doenca de Chagas ainda
faz parte das doencas negligenciadas, sendo categorizada como extremamente negligenciada,
poisestima-se que na Ultima década, esta enfermidade recebeu menos de 1% do investimento
para pesquisas de doengas negligenciadas (Sangenito, Branquinha e Santos, 2020). O fator
endémicodeste quadro se da pela tropicalidade do pais afetado, uma vez que os insetos
vetores (triatomineos) vivem em climas mais quentes. Estima-se que cerca de 70 milhGes de
pessoas vivam em areas de risco para a doenca de Chagas, e que esta afete 6 milhdes de
pessoas mundialmente, possuindo anualmente, incidéncia de 30 mil casos e 12 mil
mortes, principalmente em paises endémicos (PAHO). Calcula-se que a prevaléncia desta
efermidade no Brasil seja de 1 a 2,4% da populacéo, o equivalente de 1,9 a 4,6 milhdes de
cidadaos brasileiros; além de ser categorizada como uma das quatro maiores causas de morte
por doencas infecciosas e parasitarias no pais (Ministerio da Saude, 2020). Todavia é possivel
observar casos de doenca de Chagas fora dos paises endémicos (Fig. 8), como Estados
Unidos da América (EUA), Canada, Espanha, Australia e etc. (Lidani et al, 2019). Estes
casos sdo importados, vistos predominantemente em imigrantes de paises endémicos, e ainda
que sejam uma pequena porcentagem, geram grandes despesas para 0s governos, desta
maneira calcula-se que, o impacto econémico mundial desta enfermidade seja estimado em

mais 7 bilhGes de ddlares americanos (U$D) (Francisco et al, 2020).
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1.6. Tratamento etioldgico

Apesar de ser uma doenga altamente incapacitante, possui somente dois
medicamentos disponiveis mundialmente, sendo estes Benznidazol (BZN) e Nifurtimox,
respectivamente a primeira e segunda linha de tratamento para a doenca de Chagas. Ambos
compostos agem ap0ds sua reducdo por nitrorredutases parasitarias, permitindo a interacao
letal dos metabolitos com proteinas e até com o DNA parasitario (Wishart et al, 2018). No
Brasil, apenas o BZN é aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
consequentemente sendo o Unico tratamento utilizado nacionalmente. Este medicamento foi
originalmente produzido pela companhia privada Roche, contudo a partir de 2008 passou a
ser produzido pelo governo brasileiro, porém sua matéria prima ainda é produzida por
empresas privadas, aumentando assim o custo do tratamento (Pinheiro et al, 2017). A eficacia
deste tratamento é regular, poremo surgimento de cepas resistentes estd mudando esse
cenario; Por exemplo, em Minas Gerais, 8 estirpes de T.cruzi foram isoladas de casos clinicos,
das quais, 7 se mostraram naturalmente resistentes ao BZN em ambas fases da doenca, e uma
se mostrou suscetivel apenas na fase aguda (Oliveira- Silva et al, 2014). Desta forma, o
tratamento sO se mostrara efetivo, quando aplicado na primeira fase da doenca, porém
raramente a doenca de Chagas é descoberta neste periodo, 0 que muitas vezes impossibilita
a cura do individuo. Além disso o tratamento também gera uma gama de efeitos colaterais,
que afetam com maior frequéncia pacientes mais velhos, o que podeinduzir a interrup¢do do

tratamento precocemente (Viotti et al, 2009).

1.7. Complexos metélicos

Ha séculos os metais sdo utilizados na medicina de diferentes formas, principalmente
como suplementacgdo, isto ocorre, pois alguns metais sdo considerados essenciais para o
funcionamento de organismos eucaridticos, ja que as células dependem destes metais para
respirar, carregar proteinas, etc. Estes, podem ser divididos em elementos organicos, macro
minerais e vestigiais, o ultimo se refere aos elementos que sdo necessitados em poucas
quantidades (Zoroddu et al, 2019). Porém na Gltima década o nimero de aplicacbes dos
complexos metalicos na medicina cresceu, sendo recentemente utilizados como agentes
antitumorais, anticancerigenos e antimicrobianos. Dentre 0s metais interessantes para
aplicacdocomo agentes antimicrobianos, se destacam 0s essenciais, tais como manganés
(Mn), cobre (Cu), zinco (Zn) e cobalto (Co); entretanto outros metais ndo-essenciais também
podem ser empregados, como a prata (Ag) e niquel (Ni). Estes metais quando complexados aos

compostos, possuem capacidades bactericidas, fungicidas e antiparasitarias impressionantes;
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como exemplo, ao revestirem insumos hospitalares com cobre e prata, foram vistas reducdes
extremamente significativas na viabilidade celular bacteriana (Turner, 2017). O mesmo foi
visto em fungos de importancia nosocomial (complexo Candida haemulonii), que séo
conhecidos por serem resistentes a maioria dos antifungicos utilizados; ao unirem Cu(ll),
Mn(ll) e Ag(l) & ligantes de Phen e Phendiona (inibidores de proteases), criaram
compostos capazes de inibir crescimento fungico (de biofilme e planctnico) de algumas
espécies deste complexo. Contudo,os sais simples destes metais ndo apresentaram efeitos
significativos sobre os microrganismos, mostrando que a efetividade estd no complexo
metalico (Gandra et al, 2017). Tudo isto ocorre,pois os ions metélicos ligados aos compostos
sd0 agentes quelantes, portanto ao interagirem com as células microbianas, alteram sua
hidrossolubilidade. Cada composto metalico afetara os microrganismos de maneira diferente,
portanto dependendo da espécie, alguns complexos metélicos serdo mais efetivos do que
outros (Lemire, Harrison e Turner, 2013). Compostos complexados a paladio foram
evidenciados como bons agentes anti- T. cruzi, entretanto este metal ndo € essencial, o0 que
possivelmente dificultaria um tratamento a longo prazo (Mosquillo et al, 2018). Contudo,
outros estudos mostraram 0 uso de metais essenciais como agentes anti-T. cruzi; um em
especial utilizou um composto, complexado a cobre, que foi capaz de reduzir a parasitemia
de animais infectados em 64% (Paix&o et al, 2019). Desta forma os compostos associados a
Cu(Il) possuem efeitos anti-parasitarios, especialmente contra T. cruzi, pois o0 cobre (em
baixas quantidades) tem a capacidade de se ligar a receptores especificos do parasito,
permitindo a entrega do tratamento diretamente ao protozoario (Martins et al, 2016). Além
disso, o cobre é um metal essencial, portanto pode ser utilizado em tratamento, desde que
seja em concentracBes abaixo de 1,5 mg/L (Zoroddu et al, 2019; Barceloux e Barceloux,
1999). Ademais a estes fatores, outro composto quimico amplamente utilizado na inddstria
farmacéutica também detém grande potencial comoagente antimicrobiano, estas sdo as
aminopiridinas. O estudo farmacoldgico desta molécula é datado desde 1924, onde foi
mencionado suas atividades vasopressoras, isto é pois as aminopiridinas blogueiam os canais
de potéassio, sendo por muitos anos aplicadas em tratamentos de doencas neurodegenerativas
como esclerose multipla e até Alzheimer, entretanto caso associadas aos componentes certos,
como 0s metais essenciais, podem ser direcionadas a células microbianas, para entdo agirem
como agentes antimicrobianos (Soni e Kam, 1982; NCBI, 2020).

Com base nestas informagdes o grupo do laboratorio produziu um trabalho que visava

testar compostos derivados de imino e aminopiridina, associados a zinco ou cobre, sobre 0s
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protozoarios Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi; por fim notou-se que os
compostos com zinco possuiam mais efeito sobre a L. amazonensis, e as metalodrogas com
cobre eram mais efetivas sobre o T. cruzi. Ainda neste trabalho, os compostos derivados de
aminopiridinas 3a [L112 CuCly(ClOa).] (Fig. 9- A) e 3b (AGL 112 CuCly) (Fig. 9- B),
chamaram atencdo por serem mais efetivos que o préprio BZN, uma vez que ambos
possuem DLso de respectivamente, 1,7 uM e 1,8 uM, sendo inferiores a metade daquele visto
no benznidazol (DLso= 3,8 uM). Além deste fator, também apresentaram efeitossob a
morfologia do T. cruzi que possivelmente impecam futuras infecgdes, como por exemplo,
encolhimento ou perda do flagelo celular, arredondamento e diminui¢do do tamanho celular,
etc. Além disso, outro fato interessante foi 0s compostos apresentarem baixa toxicidade para o
organismo hospedeiro. 1sso foi observado em ensaios in vitro com macréfagos murinos RAW, onde
a concentracdo minima inibitéria para a metade da populacéo celular (CCs), foi para 3a e 3b,
respectivamente, de 106,2 uM e 127,6 M. Consequentemente os indices de seletividade destes
compostos para os macréfagos RAW foram altos — 62,5 para 0 3a e 70,9 para o 3b. Esta baixa
toxicidade também foi observada em ensaios in vivo com larvas de Galleria Mellonella— modelo
este que mimetiza a resposta imune inata humana. A resposta imune das larvas é realizada através
da melanizacdo, no entanto todas as larvas tratadas com os compostos (em diferentes
concentragdes) por 24 e 48h, sobreviveram e em nenhuma foi vista melanizacgéo, indicando
que ndo houve ativacdo do sistema imune (Reddy et al, 2017).

Portanto, devido a comprovacdo de efetividade e baixa citotoxicidade de ambos

compostos, este foram selecionados para serem investigados no presente trabalho.
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Figura 9. Estrutura quimica dos ligantes de aminopiridinas conjulgados aos complexos metalicos. 3a.
Composto L112 CuCI2(Cl04)2. 3b. Composto AGL 112 CuCl2 (Adaptado de Reddy et al, 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

T. cruzi é o agente causador da doenca de Chagas, esta por sua vez € responsavel por
aproximadamente 12 mil mortes por ano (PAHO). Todavia o tratamento disponivel esta longe
de ser ideal, pois além de ser caro para produzir, também possui baixa eficacia e maltiplos
efeitos colaterais. Tornando-se extremamente necessaria a pesquisa por novas alternativas de
tratamento, que sejam mais baratas, eficazes e apresentem poucos efeitos colaterais (Pinheiro
et al, 2017)

Na ultima década, as metalodrogas surgiram como uma 6tima opcdo de tratamento, ja que a
presenca dos ions metalicos aumentam a especificidade do composto, desta forma diminuindo
as quantidades necessarias para tratamento (Lemire, Harrison e Turner, 2013; Gandra et al,
2017). Nesse contexto, resultados recentes do nosso grupo apontam que derivados de
aminopiridina complexados a Cu?* sdo efetivos contra as formas tripomastigotas de T. cruzi
(Reddy et al, 2017). Por fim, além destes compostos serem faceis de sintetizar e possuirem
baixo custo de producdo, os dados apresentados evidenciam que os derivados metalicos de
aminopiridinas detém grande potencial. No entanto, necessitamos saber se a Unica mitocondria
do parasito € um alvo para estes compostos, além de verificar o efeito sobre as formas
amastigotas, estagio intracelular replicativo responsavel pelo desenvolvimento e manutengéo

de infeccdes por T. Cruzi.
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3. OBJETIVOS
Este trabalho pretende investigar os efeitos in vitro dos quelantes metélicos 3a [L112
CuCl2(ClO4)2] e 3b [AGL 112 CuClz], sobre a fisiologia e processo de intera¢do do

Trypanosoma cruzi.

Analisar o efeito dos compostos sob 0 metabolismo mitocondrial do parasito;
Avaliar o efeito dos compostos sob o potencial de membrana mitocondrial;
Analisar se 0s compostos apresentam toxicidade para as células hospedeiras
LLC-MKz;

Investigar o efeito dos compostos sobre a interacdo do parasito com as
células hospedeiras;

Determinar o indice de seletividade dos compostos;
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4. METODOLOGIA
4.1. Parasitos

Neste trabalho foram utilizadas as formas tripomastigota da cepa Y de T. cruzi. Esta cepa
foi isolada de um individuo humano apresentando um quadro agudo de Doenga de Chagas,
1950, em Marilia, municipio do estado de S&o Paulo (Silva e Nussenzweig, 1953 apud
Sangenito, 2015).

4.2. Cultivo celular

As células LLC-MK, (células epiteliais retiradas do rim de macacos Rhesus) foram
cultivadas em garrafas de cultura de 25 ou 75 cm? e nutridos com o com o meio DMEM (Meio
Eagle modificado por Dubelco) suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino), a 37 °C em
atmosfera com 5% de CO». A manutencao das celulas foi feita através de repiques realizados a
cada 96h, onde o meio preexistente foi removido e as células lavadas com DMEM puro, que
também foi descartado; em seguida incubou-se a garrafa com solucdo de tripsina (2,5 g/l)
durante 5 minutos, até que houvesse a soltura das células na garrafa, para inativar esta enzima
adicionou-se o dobro de meio suplementado com 10% de SFB, e entdo as células em suspensao
puderam ser tranferidas para novas garrafas. Assim como a suspensdo de células foram
transferida para novas garrafas, estas também foram contadas utilizando solucdo de azul de
tripan (0,4%) e plaqueada na proporgdo de 10° células por pogo em microplacas de 96 pogos,
ou 5x10* em laminulas de vidro de 13 mm previamente alocadas em microplacas de 24 pogos,
em ambos casos havia meio DMEM com 10% de SFB em cada po¢o. Apds 24h os pogos foram
lavados com DMEM puro para remover quaisquer células ndo aderidas, para que entdo as
células fossem submetidas a experimentos de viabilidade celular (microplacas de 96 pocos) e a
experimentos de interacdo celular (microplacas de 24 pocos) (Freshney, 1994; apud Sangenito,
2015).

4.3. Obtencao de tripomastigotas de cultura

As células LLC-MK; aderidas a garrafas de 75 cm?, foram infectadas com tripomastigotas
na proporcédo 10:1 parasitos-célula epitelial, e mantidas em meio DMEM suplementado com
2% de SFB e incubados a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apos 24h os parasitos ndo
internalizados foram removidos pela lavagem com DMEM puro, e o sistema foi novamente
nutridos com DMEM suplementado com 2% de SFB. Este meio é recorrentemente renovado
a cada 48h até que as formas tripomastigotas fossem liberadas pelas células. Entdo o

sobrenadante com os parasitos foram recolhido, centrifugados a 3500 RPM por 10 minutos,



18

e incubados & 37°C por 3h para que as formas flageladas (tripomastigotas) nadem até a
superficie,separando-se de restos celulares e das formas amastigotas, que ficam sedimentadas
(Sangenito et al, 2018).

4.4. Compostos derivados de aminopiridinas

Os compostos utilizados no presente trabalho foram fornecidos por Trinidad Velasco- Torrijos,
do departamento de quimica da universidade Maynooth, Irlanda. Estes compostos derivados de
aminopiridina, sdo o 3a [L112CuCl,(ClO,);] e o 3b (AGL112CuCl,), a sintese destes
juntamente com a dose minima letal para metade da populagéo parasitaria (DLso), foram
previamente descritos, se apresentando como 1,7 pM para o0 composto 3a, e como 1,8 uM para
0 composto 3b (Reddy et al, 2017). Essas concentracdes foram utilizadas nos ensaios

subsequentes.

4.5. Efeito dos compostos derivados de aminopiridinas sobre o metabolismo mitocondrial

do parasito

Este experimento visa identificar possiveis alteragdes no metabolismo mitocondrial do
parasito, para isto as formas tripomastigotas de cultura foram contadas, afim de obter-se
1x10° células por poco, estes entdo foram tratados por 24h com ambos compostos, nas

seguintes concentracdes: % DLso, DLso € 2 X DLso. ApOs o tratamento, as células

remanescentes foram contadas novamente, padronizando o experimento com 1x10° células
por poco. Por fim, as células tratadas e padronizadas, foram plaqueadas (microplacas de 96
pocos) e incubadas por 3h com MTT (dimetiltiazoldifenil brometo tetrazélico) (Mosmann,
1983). Este é um sal que na presenca de desidrogenases mitocondriais, € transformado em
cristais de formazona que emitem coloracao roxa, e sdo insollveis em agua, portanto a placa
foi centrifugada (1500 rpm por 5 minutos) e o seu sobrenadante foi removido. Finalmente os
cristais foram diluidos em 200 pL de DMSO (dimetilsulfoxido), permitindo assim sua leitura

no espectrofotémetro a 570 nm.
4.6.Efeito dos compostos derivados de aminopiridinas sobre potencial elétrico
transmembrana mitocondrial (A¥m)

Neste experimento analisa-se o AWm dos parasitos utilizando o fluorocomo JC-1. Este por

sua vez é um corante cationico lipofilico vital que apresenta uma abundancia potencial-



19

dependente na mitocondria em resposta ao potencial da membrana mitocondrial, estabelecido
pela mudanca de fluorescéncia verde (= 530 nm) para vermelha (=590 nm). Por conseguinte,
a despolarizacdo mitocondrial é determinada pela diminuicdo na razdo (vermelho/verde) da
intensidade da fluorescéncia. A alteracdo de cor é correspondente a formacdo dependente da
concentragdo deagregados vermelho fluorescentes (Macedo-Silva et al, 2011). Portanto, a
fluorescéncia do JC-1 é tida como um indicador de um estado mitocondrial energizado,
podendo ser empregado para medir o AWYm do T. cruzi. Para isso as formas tripomastigotas
foram tratadas, ou ndo (controle), com doses Unicas dos compostos 3a e 3b em concentracbes
referentes a0 DLso (Y2 X DLso, DLso € 2 X DLso), por 24h. Posterior a este periodo, 0s
tripanossomatideos foram recolhidos, lavados com PBS e ressuspendidos em tamp&o de
reacdo, que contéem sacarose 25 mM, KCIl 65 mM, HEPES/K+ 10 mM, pH 7,2, Pi 2 mM,
MgCl> 1 mM e &cido etilenoglicol tetracético (EGTA) 500 uM. Com o intuito de avaliar o
A¥m de cada circunstancia experimental, 1x10° parasitos foram incubados com 5 pg/ml 7
de JC-1 durante 40 minutos com leituras feitas a cada minuto em espectrofluorimetro (leitor
de microplacas Molecular Devices SpectraMAX Gemini XPS). O controle positivo da
despolarizacdo mitocondrial consistiu em um sistema tratado com carbonilcianeto-4-
(trifluorometoxi)- fenilhidrazona (FCCP) a 1 uM. Para concluir a reacdo, foi adicionado em
todos os sistemas (incluindo os controles), FCCP na concentragdo de 2 uM, com o intuito de
anular o A¥m (Macedo-Silva et al, 2011). O valor relativo do A¥m foi obtido calculando a

proporcao entre as leituras a 590 nm e as leituras a 530nm (razdo 590/530).

4.7.Efeitos dos compostos derivados de aminopiridinas sobre a viabilidade das células
epiteliais LLC-MK:;

Afim de testar a citotocixidade destes compostos sob as células epiteliais LLC-MK3, foi
realizado o teste de viabilidade celular, que consiste em uma analise da viabilidade
mitocondrialdestas células, ap6s o tratamento por 24 ou 72 horas. Esta técnica foi feita
utilizando o sal MTT (dimetiltiazoldifenil brometo tetrazélico) (Mosmann, 1983), e baseia-
se na capacidade das células viaveis de produzirem desidrogenases mitocondriais. Para tal,
as placas de 96 pogos com as 5x10* células ja pré-aderidas, foram tratadas com concentragdes
variadas de ambos compostos (400, 200, 100, 50, 25, 12,5 e 0 uM) diluidos em 100 puL meio
DMEM suplementado com 10% de SFB; apds 24 horas 0 MTT ¢é aplicado, deixando-o reagir

por 3 horas, entdo a placa foi centrifugada, os cristais solubilizados em DMSO e lidos no
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espectrofotdbmetro. Apods obter, no minimo, trés resultados (cada um em triplicata) coerentes
entre si, 0 CCso de cada composto foi calculado. Além disso, com base nos resultados obtidos
ap6s o tratamento de 72h, foram determinadas as concentracGes ideais utilizadas no
experimentos de interacdo celular (Santos et al, 2009).

4.8.Efeito dos compostos derivados de aminopiridinas sobre amastigotas

intracelulares

Nesta abordagem o intuito € visualizar qual o efeito do tratamento com os compostos
apos a interacdo da célula animal com o parasito. Assim, apds 24 horas de aderéncia das
células LLC-MK: nas microplacas de 24 pogos, estas foram infectadas com as formas
tripomastigotas do T. cruzi em uma concentracdo de 5x10° (porporcdo de 1:10 de célula
animal- parasito) por 3 horas, em meio DMEM com 2% de SFB. Apos a infeccdo, o
sobrenadante foi descartado e um novo meio, nas mesmas condicdes, adicionado juntamente
com diferentes concentraces de ambos compostos — como 3.125, 6.25, 12.5 e 25 uM para
03a,e6.25,12.5, 25, 50 uM para 0 3b — nas quais as interacGes foram tratada por 72h. Estas
foram selecionadas, pois foram as trés maiores concentragdes que mantiveram ao menos 90%
das células hospedeiras viaveis. Apos o tratamento o sistema foi fixado e corado, para isto 0
sobrenadante foi removido e as laminulas foram duplamente lavadas com PBS, em seguida
fixadas com Bowin por 10 minutos, lavadas 4 vezes com etanol 70% (para remover o Bowin)
e incubadas por 24 horas na geladeira. Com as laminulas fixadas, o etanol foi lavado com agua
destilada e iniciou-se o processo de coloracdo com Giemsa diluido e filtrado, esta etapa foi
feita na privacdo de luz, a temperatura ambiente por 40 minutos. Por fim as laminulas
passaram novamente por lavagem com agua destilada, para que ocorresse a bateria de
descoloracédo, onde progressivamente substituiu-se acetona por xilol, o que tornou o sistema
estavel para imobilizacdo em laminas de vidro utilizando balsamo do Canada.

O resultado foi observado através da microscopia Optica de campo claro, onde as ldaminas
fixadas foram vistas sob a objetiva de 100x; em campos de visdo aleatdrios foram
contabilizadas até 200 células, sendo estas infectadas ou ndo; no caso das células infectadas,
também foi contabilizado o numero de amastigotas intracelulares. Com base nestas
contagens, determinou-se o valor do indice de Associagdo (IA), que além da porcentagem de
celulas infectadas leva também em consideracdo o nimero de amastigotas, e baseando-se

neste resultado foi calculada através de regressdo linear a concentragao inibitoria para 50%
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dos amastigotas (ICso) (De Souza, 2009 apud Sangenito, 2015)

intracelulares
n2de células infectadas

IA = % de células infectadas X n? amastigotas

4.9. Indice de seletividade

Baseando-se nos resultados obtidos através do uso da metodologia anteriormente citada,
foi possivel determinar o CCso da célula animal LLC-MK>. Em adicéo, com os valores do
DLso (tripomastigotas) e ICso (amastigotas) calculados, também foi possivel determinar os
indices de seletividade pelas razdes (CCso/DLso, CCs0/1Cs0) desses resultados pelo mesmo
tempo (seja 24 ou 72h). Os valores classificados como 6timos sdo 0s que apresentam razées
iguais ou superiores a 10 para cada composto (Sieveking et al, 2014).

4.10. Anélises estatisticas
Os experimentos aqui demonstrados foram em sua totalidade, realizados em triplicatas e
repetidos por no minimo trés vezes. As analises estatisticas foram feitas com o teste t de student,

considerando significativos valores de P menores que 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Efeitos dos compostos derivados de aminopiridinas sobre o metabolismo mitocondrial
das formas tripomastigotas de T. cruzi.

Com a constatacao da reducdo da viabilidade celular dos tripomastigotas, apos o tratamento
com o0s compostos (Reddy et al., 2017), foi questionado se alteragbes no metabolismo
mitocondrial do parasito acompanhariam essa reducéo. Para isto foram utilizadas concentragoes
referentes ao DLso (%2 DLso, DLso & 2x DLso) de ambos os compostos — 0.85, 1.7 e 3.4 uM
para 0 composto 3a, € 0.9, 1.8 e 3.6 UM para 0 composto 3b. O composto 3a apresentou redugédo
significativa na atividade das desidrogensases em todas as concentragdes testadas, enquanto
que o 3b apenas o fez nas duas maiores (Fig. 10). Nas maiores concentracdes utilizadas de cada

composto, as reducdes chegaram a 56,6% e 50,2%, respectivamente para 3a e 3b.
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Figura 10. Efeito dos compostos 3a e 3b sobre as desidrogenases. Os tripomastigotas foram incubados na
auséncia (barra branca), e na presenca de diversas concentragdes dos compostos selecionados. A analise da
atividade das desidrogenases mitocondriais foi realizada por meio do ensaio de MTT, através de
espectrofotometria a 570 nm (ABS, absorbéncia). Os simbolos indicam as diferencas significativas em relagdo
ao controle (P <0,05).

5.2 Efeito dos compostos derivados de aminopiridinas sobre o potencial elétrico de

transmembrana mitocondrial (A¥m)

O intuito deste experimento é apurar se o tratamento com os compostos (3a e 3b)
gerariamdespolarizacdo da membrana mitocondrial, sendo observado pelo uso do
fluorocromo JC-1. Os tripomastigotas foram tratados por 24h, com 0s compostos em

concentragdes de ¥2xDLso, DLso € 2XDLso. Para o composto 3a as concentragdes foram,



respectivamente, 0.85, 1.7 e 3.4 uM, enquanto que o composto 3b foi, 0.9, 1.8 e 3.6 UM.
Posterioraadi¢do do JC-1, aincubagéo por 30 min mostrougque em ambos 0s Compostos,
houve uma reducdo gradativa da polarizagdo mitocondrial nas trés concentragfes
administradas, enquanto que o controle apresentava estabilidade da polarizacéo (Fig.11
A, B). No composto 3a aos 5 min de leitura, as trés concentragdes apresentam valores
de polarizag@orelativamente altos, entretanto conforme segue a leitura, a queda da
polarizacdo das duas maiores concentragdes € aguda, tornando-as proximas do controle
positivo para despolarizacdo da membrana (Fig. 11A). Algo similar é visto no
composto 3b, entretanto neste a maior concentracdo utilizada, parte de um ponto de
polarizacdo baixo, e mantém-se relativamente estavel em comparacao as duasmenores
concentragdes que apresentam quedas, em especial a concentracdo de DLso que
apresenta um caimento ingrime consideravelmente proximo a maior concentragéo
administrada (Fig.11B). Logo conclui-se que a presenca destes compostos por um
tempo prolongado tende a despolarizar radicalmente a membrana mitocondrial. Depois
de 30 min de leitura, ou seja, na marca de 34 minutosde reacao, foi adicionado FCCP a
2 uM com o intuito de colapsar integralmente o A¥m. Conforme prenunciado, a
incorporacdo do desacoplador de membrana, fez com que o potencial transmembrana

dos sistemas fosse reduzido.

23



24

300 -
A 3a =0~ Controle
-e- FCCP 300 1 3a [ Controle
250 1 €1 -0 12 x Dlso I Fcep
o -0 DLso 250 4 [ % X DLso
m o
Ln 200 A -0 2xDLso oM E bLso
.. LN
o S w0{ T M2y oL,
g 150 - A ¢
(D]
'g S 150 -
o
‘g 100 - ‘N 4
- C 1004
c @© ¢
w50 A < R
< [N
<< 50 1
> )
0 . \
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0
Tempo (min) 34 min
B 00 3b
-o- Controle 3001 3p O controle
e FCCP
o 250 1 —o- 2 x DLso W e
Q o 250 O v X bLso
N o DLso o™
1200 2 X Dlso " 0 Lo
i ..
R K 200 l B 2 x DL,
n n
L 1504 e )
o o 150 T
AT
N ® ‘
© 100 - © ‘
© p 100
uC_ c
< 50 - = ]
) S 50
0 . .
D 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0
34 min

Tempo (min)

Figura 11. Andlise de despolarizagdo da membrana mitocondrial dos parasitos. Células tripomastigotas do
parasito (10°) foram incubadas em uma placa de 96 pogos durante 24 horas, na auséncia (bolas e barra brancas)
ou na presenca de doses Unicas dos compostos 3a (A) e 3b (B), em trés concentracdes diferentes. A leitura foi
realizada através da espectrofotometria (590:530 nm) utilizando o JC- 1, aplicado com 5 min de leitura. Como
controle positivo de despolarizagdo membranar, foi utilizado o desacoplador FCCP (bolas e barras pretas). A
Unidade Arbitraria de Fluorescéncia (UAF) expressa a intensidade da fluorescéncia. Os simbolos indicam as
diferencas significativas em relagdo ao controle (P <0,05).

5.3. Efeito citotoxicos dos compostos derivados de aminopiridinas sob células epiteliais
Baseando-se em resultados prévios que mostravam uma reducdo na viabilidade de
tripomastigotas apos o tratamento, por 24h, com os compostos derivados de aminopiridinas,
torna- se necessario a verificar a acdo dos compostos sobre as células animais. As células
epiteliais LLC- MK> foram tratadas por 24 (Fig. 12A) ou 72h (Fig. 12B) com ambos os

compostos. No tratamento por 24h com os compostos 3a e 3b, é possivel observar que apenas
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as trés maiores concentragdes apesentaram reducgdes significativas, estabelecendo que a menor
concentracdo capaz de inibir 50% da populagéo celular €, respectivamente, 307.1 UM e 269.7
MM (Fig. 12A). Portanto pode-se afirmar que ambos os compostos, durante um tratamento de
24 horas, somente causam maiores danos as células hospedeiras quando em concentragdes
muito altas. Ja no tratamento por 72 horas, 0 composto 3a apresenta redugdes relevantes a partir
de 25 pM, enquanto que o composto 3b indica tal reducdo a partir de 100 pM.
Consequentemente gerando CCso menores do que aqueles vistos no tratamento de 24h. Assim
a concentracdo minima responsavel por reduzir metade da populagdo celular é 125.7 uM e
175.2 pM, respectivamente (Fig. 12B) .
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Figura 12. Citotoxicidade de derivados de aminopiridinas 3a e 3b em células LLC-MK.. Inicialmente,
células de mamiferos (10° células LLC-MK->) foram incubadas em uma placa de 96 pogos por 24 (A) e 72 (B)
horas, na auséncia (barras brancas) ou na presenca de doses Unicas dos compostos em diferentes concentragfes
(como indicado) (barras pretas). Ap6s isto, a viabilidade foi estabelecida por espectrofotometria a 570 nm
(ABS, absorbancia) pelo ensaio de MTT. Os valores de CCs, sdo contabilizados para cada composto. Dados
exibidos sdo a média * desvio padrédo de trés experimentos independentes executados em triplicata.
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5.4. Efeito dos compostos derivados de aminopiridinas sobre a interagdo de
tripomastigotas com células epiteliais
Sabendo que os compostos afetam a viabilidade parasitéaria, no entanto provocando pouca
toxicidade para as células hospedeiras, decidiu-se investigar o efeito destes compostos sobre a
interacdo da célula LLC-MK> com tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, afim de verificar
possiveis alteracdes no ciclo intracelular do parasito, isto €, sobre as formas amastigotas. Para
isto, 3h apds a interacdo célula-parasito, esses sistemas foram tratados com ambos 0s compostos
por 72h, com concentracdes que mantiveram pelo menos 90% de viabilidade das células
hospedeiras. O composto 3a apresentou reducdo significativa na porcentagem de células
infectadadas nas trés maiores concentracdes, tendo reducdes de aproximadamente 36,65% em
6.25 pM, 53,95% na concentracdo de 12.5 uM e 68,91% quando administrado 25 uM (Fig.
13A). Este composto no entanto, ndo apresentou alteracGes significativas no nimero de
amastigotas (intracelulares) por célula infectada (Fig. 13B) por consequéncia disto a reducgéo
do indice de associacdo (1A) do composto s6 se mostrou significativa na maior concentracao,
uma vez que a reducao das células infectadas foi maior que 60% (Fig. 13C). Em contrapartida,
0 composto 3b também apresentou reducdo significativa na porcentagem de células infectadas
nas suas trés maiores concentracoes, tendo reducgdes indo de 38,84% (12,5 uM) até 71,33% (50
MM) (Fig. 13D). Contudo diferentemente do composto anterior, este apresentou uma reducao
singela, porém significativa no numero de amastigotas por célula infectada, quando na maior
concentracdo (50 puM) (Fig. 13E). Por fim, o IA do composto 3b apresentou reducao
significante nas duas maiores concentracdes, devido aos altos valores de reducdo da
porcentagem de células infectadas e pela modesta reducdo do numeor de amastigotas por célula
infectada (Fig. 13F). Baseando-se nos resultados do indice de associacdo dos compostos, foi
possivel calcular o ICso das células amastigotas — atraves de analises de regressdo linear
simples — onde para 0 3a o resultado foi 14.6 uM (R?= 0,9043) e para o 3b foi 22.4 uM (R*=
0,9989).
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Figura 13. Efeitos do p6s-tratamento com os compostos 3a e 3b sob a interacdo entre amastigotas intracelulares
de Trypanosoma cruzi e células LLC-MK.. Células mamiferas (107 células LLC-MK-) foram incubadas com as formas
tripomastigotas do parasito em placas de 24 pogos com laminulas estéreis de vidro, na auséncia (barras pretas) ou na
presenca de doses Unicas dos compostos L112 CuCl(ClO4). (A, B e C) e AGL112 CuCl: (D, E e F) em concentracdes
variadas. Apos 72h de tratamento, a revelacdo dos resultados foi feita através da coloracdo das laminulas por Giemsa,
0 que permitiu a contagem de 200 células (infectadas e ndo-infectadas) e dos amastigotas intracelulares, em campos
aleatérios utilizando o microscopio dptico. Dados exibidos sdo a média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes executados em triplicate.

5.5. Indice de seletividade

Estudos preexistentes determinaram a DLso dos compostos sob as formas tripomastigotas,
como 1,7 (3a) e 1,8 uM (3b) (Tabela 1). Posteriormente neste trabalho, foram testados os
efeitos dos compostos 3a e 3b, em um tratamento de 24h, sobre a viabilidade de células
epiteliais LLC-MK; — através do experimento de MTT — onde 0 CCso dos compostos 3a e 3b
foram, respectivamente, 307.1 e 269.7 uM (Tabela 1). Os dois compostos ostentaram
toxicidades extremamente baixas, tal qual constatado pelos indices de seletividade (I1S) muito
maiores que 10, evidenciados na tabela 1.

Para determinar o IS dos amastigotas intracelulares, necessitava-se saber a viabilidade
celular hospedeira e parasitaria, apos tratamento por 72 horas com os compostos 3a e 3b.

Utilizando a metodologia de MTT, estabeleceu-se 0 CCso dos compostos para as células LLC-
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MK_, sendo estes 125,7 UM e 175,2 uM, respectivamente (Tabela 2). Para as formas
amastigotas intracelulares, o 1Cso do composto 3a foi 14,6 LM enquanto que o do 3b foi de 22,4
MM (Tabela 2). Estes foram definidos através de analises de regresséo linear simples, baseando-
se nos resultados da interacdo célula-parasito. Enfim, determinou-se o IS dos compostos

posterior ao tratamento de 72h, no qual para 3a foi de 8,6 e para 3b 7,82.

Tabela 1. CCso e DLso para células mamiferas e tripomastigotas de T. cruzi e seus indices de seletividade (SI)
apos 24h de tratamento com 0s compostos

Compostos LLC-MK: T. Cruzi LLC-MK/ T. Cruzi
P [CCso] [DLso] S|
33 307,1 uM 1,7 uM 180,6
3b 269,7 uM 1,8 uM 149,8

Tabela 2. CCso e I1Cso para células mamiferas e amastigotas intracelulares de T. cruzi e seus indices de
seletividade (SI) ap6s 72h de tratamento com os compostos.

Combostos LLC-MK: T. Cruzi LLC-MK>/ T. Cruzi
P [CCSU] [ICSO] Sl
3a 125,7 uM 14,6 uM 8,6

3b 175,2 uM 22,4 uM 7,82
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6. DISCUSSAO

Mesmo com mais de um seculo desde sua descoberta, a doenga de Chagas apresenta-se
simultaneamente como uma enfermidade antiga e um problema atual. Seu agente etioldgico €
o Trypanosoma cruzi, um parasito eucariético que possui um ciclo de vida heteroxénico com
trés formas distintas, sendo elas: a epimastigota, encontrada no trato digestivo dos insetos
vetores; a tripomastigota, responsavel por infectar células de mamiferos; e amastigota
incumbida de se replicar dentro destas células (Echeverria e Morillo, 2019).

Nos ultimos anos medicamentos complexados a ions metalicos (ou metalodrogas) vém se
destacando na medicina, em especial aqueles associados a quelantes (moléculas organicas de
alta afinidade) (Kontoghiorghes, 2020). Isso porque estas metalodrogas possuem diversos
efeitos, desde antitumorais até antimicrobianos. Dentre os ions metalicos, ferro (Fe), zinco (Zn)
e cobre (Cu) sdo os comumente utilizados no combate a bacterias, fungos e parasitos (Carver,
2019). Um estudo que avaliou os efeitos anti-Trypanosoma cruzi de fluoroquinolonas (32
geracdo) sob tripomastigotas (cepa Y), constatou que a associagdo destas com ions metalicos
de cobre, tornavam os compostos mais ativos. Visto que os 1Csg dos ligantes levofloxacina (211
M) e esparfloxacino (114 uM) cairam em até 1,6 UM e 4,7 uM — respectivamente — quando
associados a cobre (Martins et al, 2012).

Com base nestas descobertas presentes na literatura, o grupo do laboratorio testou compostos
associados a diferentes ions metalicos, sobre promastigotas de L. amazonensis e tripomastigotas
de T. cruzi. Este estudo mostrou que as metalodrogas com cobre eram duas vezes mais eficazes
sobre o T. cruzi do que o préprio BZN e possuiam baixa toxicidade para células hospedeiras,
in vitro (macrofagos RAW) e in vivo com modelo de Galleria mellonella (Reddy et al, 2017).
Em virtude destes resultados, as drogas complexadas a ions metalicos de cobre (3a e 3b) foram
usados aqui para avaliar os efeitos sobre a mitocondria parasitaria de tripomastigotas do T.
cruzi, sobre as células hospedeiras e sobre a interacdo parasito-célula hospedeira.

Atualmente a maioria dos compostos antiparasitarios possuem como alvo a mitocondria dos
parasitos, uma vez que esta organela € fundamental para o metabolismo, bioenergética e
biossintese celular; além disto esta organela em parasitos € levemente diferente daquela vista
nas células hospedeiras, permitindo que estes compostos tenham como objetivo: a cadeia
transportadora de elétrons, o potencial de membrana mitocondrial, enzimas associadas a cadeia
respiratoria e a atividades metabdlicas mitocondriais (Monzote e Gille, 2010). Sabe-se que 0s
compostos 3a e 3b (em baixas concentragdes) conseguiram reduzir a viabilidade celular

parasitaria, portanto foi questionado se estes compostos também teriam a mitocdndria como
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alvo. Resultados do ensaio de MTT mostraram que a presenca dos compostos gerou uma
reducdo dose-dependente na concentragdo de enzimas fundamentais para o funcionamento
mitocondrial (desidrogenases mitocondriais). Algo similar foi visto em um estudo feito pelo
grupo do laboratdrio, onde utilizaram derivados de aminopiridina complexados & Zn?* contra
promastigotas de L. amazonensis, no qual houve uma reducdo em torno de 50% das
desidrogenases mitocondriais parasitérias; tal reducdo pode ser associada a alteracdes
ultraestruturais, que poderiam sugerir morte celular programada (MCP) (Sangenito et al, 2021).

Outro indicativo de MCP ¢ a despolarizacdo da membrana mitocondrial. A manutencéao do
potencial de membrana mitocondrial é primordial para a sobrevivéncia das células, e fatores
externos (como escassez de nutrientes ou farmacos) ativam uma cascata de eventos pro-
apoptoticos que desencadeiam uma série de alteracGes intracelulares; estas que tem inicio na
reducdo do potencial de membrana mitocondrial, e desenrolam-se até mudancas na
permeabilidade da membrana plasmatica (Monzote e Gillie, 2010). Visto que 0s compostos
afetavam a morfologia celular, a viabilidade das células (Reddy et al, 2017), e as desidrogenases
mitocondriais parasitarias. Foi questionado se estes estariam relacionados com algum indicador
de MCP. Para sanar esta duvida mediu-se o potencial de membrana mitocondrial parasitaria, na
presenca e auséncia dos compostos estudados (3a e 3b). Em suma, observou-se que ambos
compostos geram uma despolarizacdo drastica da membrana mitocondrial parasitéaria,
indicando que a reducdo na viabilidade parasitaria esta relacionada com a paralisacao
mitocondrial. Resultados similares foram vistos em um estudo que avaliou os efeitos
tripanocidas de compostos baseados em fenantrolina. Neste observaram — atraves de
microscopia eletronica de transmissdo — alteracdes morfologicas tipicas de apoptose, na qual
relacionaram com a despolarizacdo da membrana mitocondrial. (Menna-Barreto, 2019; Zuma
et al, 2021) No entanto ndo se sabe os efeitos dos compostos utilizados no presente estudo sobre
a ultraestrutura celular parasitaria, portanto sendo necessario mais investigacdes acerca deste
tema.

Conforme mencionado anteriormente, em estudos prévios, os dois compostos (3a e 3b)
ostentaram além da atividade tripanocida, uma baixa toxicidade para as células hospedeiras,
tanto in vitro (modelo macr6fago RAW) quanto in vivo (modelo Galleria mellonella) (Reddy
et al, 2017). Na investigacdo de novos farmacos, sempre é fundamental observar seus efeitos
sobre mdltiplos e diversos modelos celulares. Em vista disso, 0 modelo selecionado neste
estudo foram as células LLC-MK3. O ensaio de citotoxicidade foi realizado por 24 e 72 horas,

e como previsto os resultados foram excelentes. O CCso dos compostos (3a e 3b) para as células
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LLC-MK;, sdo praticamente o triplo e o dobro — respectivamente — daqueles vistos
anteriormente em macréfagos RAW. Ter estes valores tdo altos é formidavel, pois significa que
seriam necessérias concentracdes altissimas para causar danos significantes as células
hospedeiras. Porém a baixa toxicidade ndo depende apenas do ion metalico. Um estudo recente
avaliou os efeitos anti-tripanocidas de ligantes baseados em curcumindides, associados a zinco
e cobre. Utilizando o mesmo modelo celular (LLC-MK?>), viram que o valor de CCso destes
compostos — ligados ao cobre — eram extremamente proximos ao do ICso de amastigotas
intracelulares. Indicando que os compostos eram tdo toxicos para o parasito quanto para as
células (Silva et al, 2020). Isto revela que estes compostos, mesmo associados a ions metalicos,
eram expressamente mais toxicos do que 0s vistos no presente estudo.

A partir dos resultados do ensaio de citotoxicidade por 72 horas, foram selecionadas as
quatro maiores concentracfes — de cada composto — que mantiveram pelo menos 90% das
celulas animais viaveis, afim de observar seus efeitos sobre a infecgéo da célula hospedeira. A
reducdo no percentual de celulas infectadas insinua que estes compostos teriam matado a
populacdo de parasitos intracelulares. Todavia na maioria das concentracbes, as celulas
infectadas mantiveram o nimero de amastigotas intracelulares, desta forma apenas houve
reducdo do 1A nas maiores concentracdes administradas. Através de regressao linear simples,
foi possivel determinar o 1Cso dos compostos — 14,6 UM para o0 3a e 22,4 pM para 0 3b —, ou
seja, a concentracdo capaz de inibir metade da populacédo de amastigotas intracelulares. Em um
estudo compararam os efeitos anti-parasitarios de compostos associados a cobre com o
benznidazol. Para isto determinaram e compararam o0 1Cso do BZN (15,83 M) com 0s outros
compostos, cuja maioria dos I1Cso eram de valores inferiores & este (Boutaleb-Charki et al,
2009). Considerando estes parametros, é possivel ver que o ICso do composto 3a esta abaixo
deste valor, enquanto que o do 3b esta ligeiramente acima. Significando que o composto 3a €
mais eficaz na eliminacdo de amastigotas intracelulares do que o BZN.

Com os resultados obtidos no estudo prévio e na atual pesquisa, foi possivel determinar o
indice de seletividade (IS) dos compostos. O indice de seletividade é uma razdo entre a
concentracdo toxica para o modelo celular escolhido (CCsp) e a concentracdo efetiva para o
parasito (DLso/lICs0) de um composto. Este indice é fundamental para indicar o potencial de
uma droga, portanto existe um valor base pra se guiar (Indrayanto, Putra e Suhud, 2020). Para
0s compostos 3a e 3b, os indices de seletividade com 24 horas de tratamento sdo excelentes.
Quando o tratamento é prolongado (72h) observa-se uma queda no IS. Para explicar este

fendmeno, deve-se levar em consideracdo alguns fatores, como: o contato indireto dos
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amastigotas intracelulares com os compostos, fazendo com que estes precisem ultrapassar a
membrana plasmatica da célula hospedeira e viajar até os fagolisossomos (Van Assche et al,
2011). Como vistos em modelos de interacdo entre Leishmania amazonensis e macrofagos
RAW, a célula hospedeira pode degradar os compostos, diminuindo ainda mais sua
concentracdo intracelular (Sangenito et al, 2021). Além disso as formas amastigotas e
tripomastigotas possuem diferencas nos perfis de susceptibilidade, que estdo relacionadas com
alvos celulares e mecanismos de captacdo/ extrus@o distintos entre as formas (Timm et al,
2014). Todavia ainda que abaixo de 10 os compostos 3a e 3b séo, respectivamente, oito e sete
vezes mais toxicos para os parasitos do que para as células hospedeiras.
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7. CONCLUSOES

Ao todo os resultados no presente trabalhno mostram que os compostos derivados de
aminopiridinas associados a complexos metalicos, sdo extremamente efetivos in vitro contra as
formas tripomastigota e amastigotas intracelulares do Trypanosoma cruzi. Uma vez que com
concentracdes baixas, é possivel observar alteracbes nas desidrogenases mitocondriais e a
despolarizacdo da membrana mitocondrial parasitéria, desta forma levando a crer que a
mitocdndria € uma organela alvo destes compostos. Além de seus efeitos sobre o parasito, 0s
compostos também possuem baixa toxicidade para as células hospedeiras. Como consequéncia
destes fatores e do tratamento da interacdo parasito-célula hospedeira, determinou-se o indice
de seletividade dos compostos, que por sua vez Se apresentaram como extremamente
satisfatorios. Desta forma podemos considerar que os derivados de aminopiridinas
complexados a ions metalicos, sdo candidatos muito interessantes na busca por um novo

tratamento da doenca de Chagas e — possivelmente — outras parasitoses.
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