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Resumo: A doenca de Chagas € uma infecgao parasitaria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Para o tratamento ha apenas duas opgdes medicamentosas: o
benzonidazol e o nifurtimox. Ambos os farmacos s&o pouco eficazes na fase cronica.
Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito tripanocida in
vitro de sete novos derivados de diaminas terpénicas. Formas epimastigotas e
amastigotas intracelulares de T. cruzi foram incubadas com diferentes
concentracdes de diaminas terpénicas por 48 horas. A citotoxicidade sobre células
de mamifero foi avaliada frente as células Vero. Com exceg¢ao de DBR12, nenhuma
das diaminas foi citotoxica ou ativa contra T. cruzi. Os valores de Clso (concentragcéo
inibitéria de 50%) de DBR12 foi de 58 uM e 9,9 uM para formas epimastigotas e
amastigotas intracelulares de T. cruzi, respectivamente. A CCso (concentragao
citotéxica de 50%) frente a células Vero foi de 44 uM e, portanto, DBR12 foi cerca
4,5 vezes mais toxica para os amastigotas de T. cruzi do que para a célula
hospedeira. A DBR12 pode servir de protétipo para a sintese de novas diaminas
terpénicas mais potentes e especificas contra T. cruzi.

Introducgao

A doenca de Chagas é uma infecgao parasitaria, sistémica e crénica causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Para o tratamento ha apenas duas opgdes
medicamentosas: o benzonidazol e o nifurtimox, ativos na fase aguda da doencga,
curando cerca de 70% dos infectados. Entretanto, ambos os farmacos tém falhado
no controle da doenca, pois sdo pouco eficazes na fase cronica, requerem longos
periodos de tratamento, podem causar efeitos colaterais severos e ja existem relatos
de cepas naturalmente resistentes.’? Diante disto, a OMS vem incentivando estudos
que possam apontar novas alternativas para o tratamento desta e outras zoonoses.

As diaminas podem ser definidas como aminas com duas ou trés cadeias
alifaticas conectadas por atomos de nitrogénio e agem na via de biossintese das
poliaminas de diversos parasitos, interferindo em fungdes essenciais, tais como
biossintese de acidos nucleicos e proteinas, proliferacdo e diferenciacéo celular.?

Estudos prévios de bioatividade de diaminas mostraram uma promissora
atividade antiparasitaria in vitro contra T. cruzi 4% e Leishmania amazonensis e L.
chagasi, causadores da leishmaniose tegumentar e visceral, respectivamente.® O
presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito tripanocida in vitro de sete
novos derivados de diaminas terpénicas.



Materiais e Métodos

Compostos

Sete diaminas terpénicas (TG01, TG02, DBR05, DBR08, DBR10, DBR12 e DBR14),
fornecidas pelo Depto. de Quimica da Universidade Federal de ltajuba (MG), foram
solubilizadas em DMSO a 50mM e estocadas a -4°C até os uso.

Ensaios de citotoxicidade contra células Vero

Células Vero (ATCC CCL-81) foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas
a 37°C com diferentes concentragbes (20 a 100 uM) dos compostos diluidos em
DMEM por 48 horas. A integridade do tapete celular foi observada em microscépio
invertido, seguida do ensaio colorimétrico do MTT.”

Triagem de compostos com atividade tripanocida

Formas epimastigotas (5x108 parasitos/ml) de T. cruzi foram semeadas em placas
de 96 pocos e incubadas com diferentes concentracdes (5 a 100uM) das diaminas.
A atividade antiparasitaria foi avaliada através da técnica do MTT.”

Atividade tripanocida contra amastigotas intracelulares

Células Vero previamente semeadas em placas de 96 pocgos foram infectadas com
tripomastigotas provenientes de cultivo celular. Apés 24 horas, as monocamadas
infectadas foram incubadas com diferentes concentragdes (5, 10, 15 e 20 uM) da
diamina DBR12, selecionada na triagem. Apds 48 horas, as placas foram lavadas
com PBS, fixadas com metanol e coradas pelo Giemsa. A avaliacdo da atividade
tripanocida foi realizada pela contagem aleatéria de 500 células por pogo em
microscopio invertido, observando-se o numero de células infectadas e o numero de
amastigotas/célula.

Analise dos dados

Os valores de Clso e CCso (concentragao inibitéria/citotoxica de 50%) foram
estimados a partir de trés réplicas em duplicata, utilizando o programa GraphPrism
Instat3®. O indice de seletividade (IS) foi calculado através da razdo entre os
valores de Clso e CCso.

Resultados e Discussao

Ensaios de citotoxicidade contra células Vero

Entre as sete diaminas avaliadas, com excecdo da DBR12, nenhuma delas
apresentou efeito citotoxico até a concentragcdo mais alta utilizada nos ensaios. A
diamina DBR12 apresentou valor de CCso de 44 uM (Tabela 1).

Triagem de compostos com atividade tripanocida

A triagem inicial com duas concentra¢gdes das diaminas mostrou que somente a
DBR12 foi ativa, sendo que a 100 uM houve uma inibigdo de 75% da proliferagéo de
formas epimastigotas de T. cruzi (Tabela 2).
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Tabela 1. Avaliagcdo do efeito citotdéxico de diaminas terpénicas frente as células
Vero

Diaminas CCso (M) - Vero

TGO1 >100
TG02 >100
DBRO05 >100
DBRO08 >100
DBR10 >100
DBR12 44,04 £0,75
DBR14 >100

Tabela 2. Triagem inicial de diaminas ativas contra formas epimastigotas de T. cruzi

% de inibicao
Diaminas epimastigotas

100 uM 10uM
TGO1 NA NA
TG02 NA NA
DBRO05 NA NA
DBRO08 NA NA
DBR10 NA NA
DBR12 75 NA
DBR14 NA NA

NA= néo ativo

Curva de concentragdo-resposta contra formas epimastigotas e amastigotas
intracelulares de T. cruzi

A diamina DBR12 apresentou um percentual inibitérios do crescimento de
epimastigotas variando de 18 a 70% entre as concentragdes de 15 a 100 uM, sendo
o valor de Clso estimado em 58 uM (Figura 1A). Esse valor de Clso foi semelhante a
concentragao citotéxica (Tabela 1), resultando em baixo indice de seletividade (IS =
0,75).
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Figura 1. Curva concentragao resposta de DBR12 contra formas epimastigotas (A) e
amastigotas intracelulares (B) de T. cruzi.
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Por outro lado, DBR12 foi mais potente contra forma amastigotas
intracelulares do que epimastigotas, resultando em um valor de Clso de 9,9 yM. Além
disso, a diamina DBR12 foi cerca de 4,5 vezes mais toxica aos amastigotas de T.
cruzi do que as células Vero (IS = 4,4) (Figura 1B).

Conclusoes

Entre as sete diaminas terpénicas avaliadas, apenas a DBR12 apresentou
atividade tripanocida in vitro com o valor da Clso de 58 uyM e 9,9 uM para
epimastigotas e amastigotas intracelulares, respectivamente. A DBR12 foi cerca de
4,5 vezes mais toxica para amastigotas intracelulares do que para a célula de
mamifero da linhagem Vero (IS= 4,4). Assim DBR12 pode servir como protétipo para
novas mudangas quimicas de diaminas terpénicas com maior eficacia contra
tripanosomatideos.
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