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1. RESUMO

Diante da problematica no tratamento da doenga de Chagas, a busca por novas
substdncias capazes de combater Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenca de
Chagas, vem despertando o interesse de varios pesquisadores. Entre os imimeros compostos
testados, os derivados da ftalimida tém apresentado bons resultados no combate ao parasito,
conforme a literatura. No presente trabalho, foi avaliada a atividade tripanocida de sete
derivados da N-aminometilfitalimida sobre duas cepas de 7. cruzi, com caracteristicas
distintas, através de ensaios “in vitro” e “in vivo”. Além disso, foi verificada a influencia
destes compostos na producdo de oxido nitrico (NO) pelos macrofagos. O ensaio “in vitro”,
foi realizado em duas etapas: uma utilizando as formas tripomastigotas e a outra, as formas
gpimastigotas. No ensaio utilizando as formas tripomastigotas, a substdncia N-(4-
metoxifeniaminometilfialimida (3) apresentou melhor atividade sobre a cepa Y ¢ a
substincia N-(4-nitrofenil)aminometilfialimida (4) sobre a cepa Bolivia. Em relagio as
formas epimastigotas, a substdncia N-(fenil)aminometilfialimida (1); N-(4-
metoxifenil)aminometilfialimida (3); N-(4-nitrofenil)aminometilftalimida (4) e N-(4-
benzenosulfonilguanidil)aminometilftalimida (5) foram mais ativas sobre a cepa Y
enquanto as substincia N-(fenil)aminometilftalimida (1), N-{4-
metoxifenil)aminometilftalimida (3); N-(4-nitrofenil)aminometilftalimida (4); N-(4-
benzenosulfonilguanidil)aminometilftalimida {5); N-[4-benzenosulfonil-(2-
tiazolil)amino]aminometilftalimida (6) e N-[4-benzenosulfonil-(2-

pirimidil)amino}aminometilftalimida (7) sobre a cepa Bolivia. No ensaio “in vivo”
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observou-se a parasitemia, o parasitismo tecidual, ¢ a morfometria dos niicleos celulares
dos diferentes érgios. A substancia N-{4-benzenosulfonil-(2-
pirimidil)aminolaminometilftalimida (7) apresentou maior atividade sobre a cepa Y ¢ as
substancias N-(fenil)aminometilftalimida (1), N-(4-metiifenil)aminometilfialimida e N-(4-
metoxifenil)aminometilftalimida (3) sobre a cepa Bolivia. Sabendo da importincia da
produgdo do NO no controle da infecgdo determinada por 7.cruzi, os derivados da N-
aminometilftalimida foram adicionados em cultura de macrofagos e apos 24 horas,
observou-se uma indugdo significativa na produgfo de NO superior aquela determinada por

IFN-y e 0 LPS.
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2. ABSTRACT

The search for new compounds capable to kill Trypanosoma cruzi, the etiologic
agent of Chagas’ disease, been an interesting subject for researches. According to the
literature, phthalimide compounds have showed good results against this parasite.

The present study was carried out to estimate tripanocidal activity of seven N-
aminometylphthalimide compounds in two 7. cruzi strains, with distinct characteristics, by
“in vitro” and “in vivo” assays. The influence of these compounds for nitric oxide (NO)
production by macrophages was also analyzed.

The “in vitro” assay, were performed in two parsites stages: trypomastigotes
and epimastiogotes stages. This assay demonstrated better activity of the N-(4-
metoxyfenyl)aminometylphthalimide (3) against trypomastigote stages of “Y™ strain, in
contrast to the N-(4-nitrofenylJaminometylphthalimide (4) which promoted a better activity
against 7. cruzi Bolivia strain, However, N-(fenyl)aminometylphthalimide (1); N-(4-
metoxyfenyl)aminometylphthalimide (3); N-(4-nitrofenyl)aminometyiphthalimide (4) and
N-(4-benzenosulfonylguanidyl)aminometylphthalimide (5) showed greater activities
against epimastigotes of “Y™ strain. In contrast, N-(fenyl)aminometylphthalimide (1); N-
(4-metoxyfenyl)aminometylphthalimide (3); N-(4-nitrofenyl)aminometylphthalimide (4)
and N-(4-benzenosulfonyl guanidyl)aminometylphthalimide (5); N-[4-benzenosulfonyl-(2-
tiazolyl)amino]amino metylphthalimide (6) and N-[4-benzenosulfonyl-(2-
pirimidyl)amino]aminometyl phthalimide (7), showed greater activities against Bolivia

strain.
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The “in vivo™ assays used as criteria parasitaemia, tissue parasitism and nucleus
morphometric analyses of different tissues. Overall the compound N-[4-benzenosulfonyl-
(2-pirimidyl) aminoJaminometylphthalimide (7) showed better activity against the “Y”
strain whereas N-(fenyl)aminometylphthalimide (1) N-(4-
metilfenyl)aminometylphthalimide (2) and N-(4-metoxyfenyl)aminometylphthalimide (3)
revealed a better activity against the “Bolivia™ strain.

The importance of Nitric Oxide (NO) production in controlling the acute
infection of 7. cruzi is well known. The influence of different compounds were analized by
adding them in cytokine stimulated macrophage cultures and incubated for 24 hours. N-
aminometylphthalimide compounds showed a significant induction of NO production when

comparing with those stimulated by INFy and LPS.




3.INTRODUCAO

A doenga de Chagas ¢ uma das patologias de mais larga distribuigio no
Continente Americano. E conhecida a existéncia de vetores da doenca desde o sul dos EUA
a Argentina. Estima-se que sejam de 16 a 18 milhdes os individuos infectados e
aproximadamente 80 milhdes correm o risco da contaminagic na América Latina
(SCHMUNIS, 1997; WHO, 1991). Apesar de ser considerada uma doenga de ocorréncia
quase que exclusiva na América Latina, entretanto, foi observado aumento na incidéncia de
pacientes soropositivos para Trypanosoma cruzi nos Estados Unidos, estando essa situagiio
relacionada com o aumento da imigragio latino-americana naquele pais (THEIS et al.,
1987).

A doenga de Chagas ¢ um exemplo tipico resultante das alteragdes produzidas
pelo homem ao meio ambiente, das distorcdes econdmicas e injuncbes sociais. O
protozodrio responsavel pela parasitose, 7. cruzi, relacionava-se estritamente com a
situago silvestre, circulando entre mamiferos no ambiente natural, através da transmissio
pelo inseto vetor ou, também, por via oral (ingestiio de vetores e mamiferos infectados). O
homem ao invadir esses ecotopos, se fez incluir no ciclo epidemioldgico da doenca,
oferecendo ao hemiptero vetor, vivendas rurais de péssima qualidade, caracterizando assim
uma nova forma de colonizagéo do inseto (DIAS & COURA, 1997; VINHAES & DIAS,
2000).

Os triatomineos, hematéfagos restritos, encontraram nas habitacdes uma

condicdo ideal de abrigo e oferta alimentar, estabelecendo a transmissfo vetorial. Tal fato




abriu portas para novos mecanismos se estabelecerem, tais como as transmissdes
transfusionais e transplacentarias (VINHAES & DIAS, 2000). Entretanto, grandes avangos
foram recentemente obtidos no controle da transmissdo vetorial e transfusional desta
doenga, particularmente iniciado pelos Paises do Cone-Sul envolvendo Brasil, Argentina,
Paraguai ¢ Uruguai (URBINA, 1999). Sabe-se que as diferentes manifestacdes clinicas da
doenca de Chagas s3o determinadas entre outros fatores, pela grande diversidade de cepas
de 7. cruzi, cada uma delas apresentam tripomastigotas sanguicolas com caracteristicas
morfologicas distintas. Da mesma forma, diferentes tropismos teciduais, de modo que
algumas cepas apresentam na fase inicial da infecciio, a tendéncia em parasitar macréfagos,
com nitido reticulotropismo, cepas macrofagotropicas, outras, tem apresentado nitido
miotropismo € miocardiotropismo (BRENER, 1969).

MELO & BRENER (1978) caracterizam as cepas largas por apresentarem
tropismo para células musculares, através de receptores especificos na membrana celular e
© que as tornam mais adaptadas ao desenvolvimento no inseto vetor. No entanto as formas
delgadas estariam mais adaptadas a cumprirem o ciclo tecidual, desaparecendo rapidamente
da corrente sangiiinea.

A parasitemia sangilinea ¢ um importante parimetro para o estudo da doenca de
Chagas, pois permite a diferenciagdo entre as fases aguda e cronica da infecgdio, necessarias
para o estabelecimento da correlagdo anatomo-patoldgica e monitoramento do processo de
cura dos pacientes (SOGAYAR et al., 1993). Sendo assim, o estudo da fase aguda da
infecgdo, induzida por 7.cruzi, pode ser de grande importancia, considerando que diferentes

autores sugerem que muitas das lesdes tardias sdo influenciadas pelo curso da doenga




durante esta fase. Por outro lado, o estudo do comportamento de vérias cepas de 7. cruzi em
diferentes hospedeiros experimentais parece indicar que a cepa do parasita influencia nas
caracteristicas da infeccio aguda (CASTRO & BRENER, 1985).

Cerca de 20 a 30% das pessoas infectadas progridem para a forma sintomatica
da fase crdnica com envolvimento cardiaco € ou digestivo. A miocardite ¢ a manifestagéo
clinica mais comum da fase crdnica, com altos indices de mortalidade (FILARDI &
BRENER, 1987). O envolvimento digestivo esta associado a 4reas epidemiolégicas, pois o
megacolon e 0 megaes6fago ndo foram encontrados em pacientes na fase cronica da doenga
na Colémbia, na Venezuela, na América Central e no México (CAMARGOS et al., 2000).

As tentativas de se correlacionar o polimorfismo de 7. cruzi com o seu
comportamento biologico tem tido poucos resultados praticos. Essas dificuldades
aumentam ainda mais quando se associa os dados morfolégicos das amostras com as agbes
patogénicas e o0s respectivos quadros clinicos, tanto no homem como em animais
experimentais (RIBEIRO et al., 1982).

Diferentes cepas de 7. cruzi variam extremamente em sua preferéncia pelo
hospedeiro, distribuicio geografica, viruléncia e tropismo tissular (LIMA et al,, 1999).
Além disso, diferentes populacdes podem alterar seu comportamento com a evolugio da
infeccio (DIEGO et al., 1991), incluindo o tropismo tecidual, que foi considerado como
fator determinante na patogenicidade (ANDRADE et al., 1999).

Parecer existir uma correlagio entre as diferentes formas morfolégicas das
cepas de 7. cruzi, com processo da resposta imune por parte do hospedeiro, influenciando

nfio apenas na magnitude de parasitemia, determinando consequentemente a capacidade de




sobrevivéncia do hospedeiro & infecgio (NOGUEIRA et al., 1981), bem como elicitando
mecanismos de evasio, como capacidade a penetrar nos tecidos, e permanéncia na corrente
sanglinea frente as diferentes respostas imunoespecificas (BRENER, 1969).

De acordo com BRENER & CHIARI (1963) e ANDRADE et al. (1970), as
amostras com predominio de formas finas, devem apresentar periode pré-patente e curvas
parasitémicas de ascensdo e queda rapida. J4 as amostras constituidas por formas largas,
mostram um periodo pré-patente mais demorado e curva parasitémica de ascensio, e
descenso lentos e progressivos. Segundo varios autores, (BRENER & CHIARI, 1963;
BRENER, 1969; RIBEIRO et al., 1982), relataram que as tripomastigotas sdo inoculadas
endovenosamente em camundongos sadios, as formas finas desaparecem rapidamente da
circulagdo para cumprirem o seu ciclo celular, ao passo que as formas largas continuam
circulando por alguns dias sem serem tomadas por células do hospedeiro.

RIBEIRO et al. (1982), utilizando técnica de centrifugacdo diferencial de
culturas, separaram de uma cepa de 7. cruzi com caracteristicas polimérficas, duas
subamostras: uma obtida do sobrenadante, constituida de tripomastigotas delgados e a
outra, obtida do sedimento, caracterizada pela presenca de formas largas do protozoario.
Estas subamostras tém sido mantidas regularmente através de subinoculagdes de sangue em
camundongos jovens, passagens em cultura e em triatomineos, sem modificagbes em suas
caracteristicas (BELDA NETO & RIBEIRO, 1988 e 1989).

A variabilidade intraespecifica de 7. cruzi pode ser facilmente verificada por
meio da sua morfologia, mas muitos autores relatam que as diferencas genéticas do parasita

podem contribuir para sua diversidade. Portanto, as diferencas genotipicas podem estar




relacionadas com o comportamento da cepa durante a infecgio de camundongos,
principalmente na parasitemia, tropismo tecidual, viruléncia e mortalidade (MATTEI et
al.,,1977; SOUZA, 1989).

BARRET et al. 1980 classificou através de andlise de DNA, as populagdes de
T. eruzi, onde relacionaram o tipo de zimodema encontrado com os ciclos biolégicos.
Assim cepas que apresentam zimodema II estariam associadas ao ciclo doméstico e cepas
portadoras de zimodemas I e III relacionam-se com o ciclo silvestre.

Mais recentemente, marcadores moleculares separaram os distintos grupos em
duas linhagens filogeneticamente diferentes, associadas com a transmissio pelo ciclo
domiciliar (linhagem I) e pelo ciclo silvestre (linhagem II} (SOUTC et al, 1996;
ZINGALES et al., 1998 ¢ 2000; FERNANDES et al., 1998; JANSEN et al., 1999).

Baseados nas evidéncias da presenca de imunoglobulinas na membrana dos
tripomastigotas, detectadas por método de imunofluorescéncia ¢ de lise pelo complemento
e, considerando que esta lise pode ser uma conseqiiéncia da presenga de anticorpos em sua
membrana, RIBEIRO et al. (1988a), verificaram o aspecto paradoxal da auséncia de lise
dos tripomastigotas da cepa Bolivia, ja que estes também possuem anticorpos em sua
superficie. Da mesma forma, estudos de reagdes de aglutinagdo em tripomastigotas
sangiifneas das cepas Y e Bolivia, observou-se que em presenga de soros especificos as
formas finas se aglutinam, enquanto que as largas nfo (SIQUEIRA et al., 1973). Por outro
lado RIBEIRO et al. (1986), comprovou os dados relatados a cima, ao realizar reagdes de
aglutinacfio com as subamostras finas e largas da cepa Bolivia de T. cruzi. A sub-populagio

constituida por formas finas aglutinaram em comparagZo a sub-populagéo das formas
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largas.

Diante dessa diversidade de cepas do parasita, EBERT & HERRE (1996),
relataram a hipétese que o tipo de cepa pode elicitar maior ou menor resposta celular ou
humoral, criando condigbes para a manuten¢do da viruléncia e o controle da infeccio.
Cepas altamente virulentas podem destruir seus hospedeiros ¢ as menos patogénicas,
contribuem para a transmissfio do parasita antes que estes sejam destruidos pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro.

A analise histolégica dos diferentes tecidos obtidos de hospedeiros com
infecgdo cronica por 7. cruzi, geralmente apresentam processo inflamatdrio e fibrose, sendo
o encontro de parasitas escasso ou a presenga de pequenos ninhos de amastigotas. Esta
observacdo tem sido utilizada como um dos possiveis causas da autoimunidade dos
processos autoimunes, causadores em potencial dos danos teciduais que ocorrem na fase
cronica da doenga de Chagas. Porém, a utilizagio de técnicas histolégicas sensiveis,
permite a evidenciagfo de células parasitadas em diferentes Orgdos como cora¢do, miisculo
esquelético ¢ outros tecidos, dependendo do tropismo do parasito (TARLETON &
ZHANG, 1999).

Inimeros autores relataram a presenga de infiltrado inflamatério e lesdes
teciduais no coraglio chagésico tanto na infecciio humana como em animais de laboratério.
Entre as células presentes no infiltrado inflamatério, eosinéfilos e neutréfilos parecem ser
os mais recrutados para a destruicio dos parasitas presentes nos tecidos
(KIERSZENBAUM, 1996).

Entretanto, o controle da carga parasitiria e da sobrevivéncia do hospedeiro

M



parece depender da resposta celular imune, através da ativagio dos macrdfagos, com
produgiio de inimeras citocinas de fase aguda. O IFN-y (Interferon) € a citocina mais
importante envolvida na resposta imune anti-7T.cruzi. Além disso, os macrofagos também
podem ser ativados “in vitro” pelo LPS (Lipolysacharide), componente encontrado na
parede da célula de bactérias gram-negativas (GOLDEN & TARLETON, 1991).

ABRAHAMSOHN & COFFMAN (1996), relataram que adi¢do do [FN-y e
TNF-a (Tumor Necrosis Factor) em culturas de macrofagos infectadas com 7. cruzi
resultam na destruigio das formas amastigotas pela fagocitose, e que a adicio de TGF-B
(Transforming Growth Factor) ou IL-10 (Interleukin) inibem a ativacdo dos macrofagos
pelo IFN-y. Apesar da importancia da ativacio dos macrofagos pelas citocinas durante a
infecgio chagasica, isto nfio determina a destruicBo total dos parasitas (GOLDEN &
TARLETON, 1991).

Sendo assim, as diferengas morfologicas, grau de patogenicidade e distinto
tropismo celular das diferentes cepas de 7. cruzi, podem induzir respostas imunoldgicas
variadas, que irfio influenciar na suscetibilidade das cepas frente &s mais diversas
compostos testados sobre T.cruzi. Algumas drogas podem apresentar uma determinada ac&o
sobre uma populagdo e ndo se manifestar ativamente sobre outras, bem como, podem agir

indistintamente, de acordo com o mecanismo de a¢io por elas desencadeados.




E—— —— T B ]

3.1.Evolugdo do Tratamento da doenga de Chagas e situagio atual

O interesse pela pesquisa de substincias com atividade bioldgica sobre o
T.cruzi, na doenga de Chagas experimental, vem sendo motivo de grande perspectiva entre
os pesquisadores que atuam nessa drea. Sendo assim, vérias substancias ja foram testadas
“in vitro” e “in vivo”, motivo pelo qual tem aumentado interesse nas pesquisas de novas
substancias por Instituicdes e Inddstrias Farmacéuticas, na tentativa de encontrar um
principio ativo realmente eficaz contra este parasito, porém sem graves efeitos colaterais.

Atualmente encontra-se disponivel uma grande variedade de trabalhos, que
relatam a utilizacdo de diferentes substancias na tentativa de estabelecer-se uma terapia nas
distintas fases evolutivas da doenga (BRENER, 1984).

Dentre as substéncias testadas no combate ao parasitismo, destacam-se os
derivados das bisquinaldinas, que demonstraram atividade contra T eruzi e, foram durante
alguns anos, os medicamentos recomendados no tratamento da doenga (IENSCH, 1937).

Alguns antibidticos, como a acromicina e a anfotericina B, bem como alguns
derivados das 8-aminoquinoleinas, foram também avaliados por CHRISTEN et al. (1951).

BRENER (1966) estudou o modo de acdo de dois compostos nitrofurinicos
(NF-902 e Furadantin sédico) e um composto fenantridinico em cultura de células de
embrio de galinha infectadas com 7. cruzi, observando que os compostos nitrofuranicos
apresentaram uma aglo eficaz contra as formas intracelulares do parasito, em contraposiciio
com fenantridinico que nio apresentou atividade.

A nitrofurazona (5-nito-furaldeido-semicarbazona) foi testada sobre as formas

intracelulares de T cruzi através do estudo histopatoldgico, verificando-se que as formas

I M



amastigotas foram destruidas dentro do citoplasma das células parasitadas, sendo que
algumas células infectadas também foram destruidas, enquanto que as células vizinhas nio
parasitadas, conservaram-se integras (ANDRADE & BRENER, 1969).

THOMPSON et al. (1969) verificaram que a substincia PAM 1392 [2,4-
diamino-6-(3,4-diclorobenzilamino) quinazolina] mostrou-se ativa em meio de cultura,
sobre as formas intra e extracelulares de 7. cruzi. Quanto ao ensaio “in vivo”, nio foi
observada a cura parasitoldgica.

A acfio do 1,2,3,4-tetra-hidro-5H-pirido [4,3-blindol e do 1,2,3,4-tetra-hidro-
9H-pirido[3,4-blindol sobre T.cruzi, demonstraram atividade contra as formas
tripomastigotas sangiiineas (GARMAISE, 1972).

ANDRADE & MACEDO (1973) trataram alguns camundongos
experimentaimente infectados por T\ ecruzi, com nitrofurinico Bayer 2502 e com o
corticdide betametasona simultaneamente. Estes autores, observaram maior sobrevida dos
animais, parasitemia negativa e diminuic3o das lesdes inflamatérias, quando comparados
aos grupos controles, tratados com a substancia Bayer 2502 ou apenas com o corticdide.

Os efeitos do benzonidazol sobre T. cruzi, em ensaios realizados “in vivo™ € “in
vitro” com as formas epimastigotas, foram estudados por POLAK & RICHLE (1978), onde
constataram que, apés administragio dessa substancia em camundongos infectados pela
cepa Y, houve diminui¢fio da parasitemia e inibicio da sintese de proteinas e de RNA do
parasita, em meio de cultura.

O derivado S-nitrofurano (SQ 18506), proporcionou a reducdo da infectividade

¢ da mobilidade das formas tripomastigotas e epimastigotas, quando tratadas “in vitro” com




10

esta substancia (SIMS & GUTTERIDGE, 1978).

A anfotericina B, um antibidtico efetivo contra as células eucariontes, fol
testada “in vitro”, contra as formas tripomastigotas de 7. cruzi, mostrando-se efetiva sem
causar lise das células do sangue (CRUZ et al., 1980).

AVILA & AVILA (1980), observaram diminuicio significativa da parasitemia
e mortalidade nos camundongos infectados com T.eruzi, quando submetidos ao tratamento
com o alopurinol. Os mesmos autores testaram essa substincia através de ensaio “in vitro”
em cinco diferentes cepas do parasita, e obtiveram a mesma atividade tripanocida, como no
estudo anterior. Os efeitos “in vivo” do alopurinol sobre camundongos infectados e
tratados, revelaram um efeito supressor da parasitemia (AVILA & AVILA, 1981).

O composto 353C[(E)-1-(4"-bromo-4-bifenil)-1-(4-clorofenil)-3-dimetilamino
prop-1-eno], apresentou alta atividade contra T.cruzi, sendo de 10 a 20 vezes mais eficaz
que o benzonidazol e o nifurtimox (BARRET et al., 1982).

O Megazol (CL 64855) tem uma ampla atividade antibactericida e
antiparasitaria. FILARDI & BRENER (1982) obtiveram alta porcentagem de cura em
infec¢des pelas cepas de T. cruzi, altamente resistentes ao nifurtimox e benzonidazol.

Derivados do S-nitrimidazol (MK 436), 3-(-1metil-5-nitroimidazol-2-il)-
3%,4,5,6,7,7a-hexahidro-1.2-benzisoxazol e o L634.549, cis-3a.,4,5,6,7,7a-hexahidro-3-(-1-
metil-5-nitro-1H-imidazol-2-il), foram testados em cultura de tecido e em camundongos
infectados com um clone derivado da cepa Y de 7. cruzi. Os compostos MK 436 e
1634.549, demonstraram atividades contra as formas amastigotas, sem destruir as células

dos hospedeiros nas condigdes utilizadas. Nos ensaios “in vive”, apenas o composto MK
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436 apresentou cura parasitologica na concentragio de 30mg/kg, administrado durante 20
dias (MURRAY et al., 1983),

A atividade do Cetoconazol foi verificada sobre a cepa Y de 7. cruzi, através de
ensalos “in vitro” e “in vivo”. Esta substincia promoveu alta protegdo aos camundongos
infectados, diminuindo os niveis parasitémicos e a replicagio das formas amastigotas
(McCABE et al., 1984).

A atividade dos derivados da pirazolopirimidina foi estudada por AVILA et al.
(1987), onde os autores testaram a capacidade destas substdncias em inibir a multiplicac@o
das formas epimastigotas de 7. cruzi. Estes autores, relataram que a substéncia 7-hidroxi-3-
B-D-ribofuranosilpirazol-(4,3-d)piridina apresentou melhor atividade tripanocida, em
relacdo as demais substincias.

BARIOGLIO et al. (1987), estudaram os efeitos da clomipramina
(antidepressivo) sobre a motilidade das formas epimastigotas e tripomastigotas de 7.cruzi,
através de ensaios “in vitro” e “in vivo”. No ensaio com as formas tripomastigotas,
observaram a imobilizagdo destas formas, e para a comprovagdo da atividade, o sangue
utilizado neste ensaio foi inoculado em camundongos sadios, sendo que alguns dias apds,
estes camundongos nfo se apresentaram infectados. Em relagdo ao ensaio “in vivo”, foi
observada a cura destes animais.

RIBEIRO et al.(1988a) verificaram a atuag3o do nifurtimox e do benzonidazol
sobre duas cepas do 7. cruzi: cepa Y, contendo predominantemente formas delgadas e a

cepa Bolivia, com predominancia de formas largas. Observaram que, os camundongos
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tratados com nifurtimox, apresentaram indice de cura de 35% quando infectados
intraperitonealmente pela cepa Y, ¢ auséneciza de cura em camundongos infectados
ntraperiotealmente pela cepa Bolivia. J4 os camundongos tratados com benzonidazol,
apresentaram 57% de cura para a cepa Y e 18% para a cepa Bolivia. Isto demonstra as
diferencas na suscetibilidade e resisténcia das diferentes cepas do parasito ao tratamento da
doenga de Chagas.

GOAD et al. (1989), estudando as formas epimastigotas em meio de cultura
(LIT — CAMARGQ, 1964), ¢ as formas tripomastigotas e amastigotas em cultura de células
dipléides de pulmdo humano, expostas ao tratamento com Ketoconazol, alcangaram os
mesmos resultados apresentados por McCABE et al. (1984), onde as formas amastigotas
foram mais sensiveis 4 acdo desta substancia em relagdo as demais formas.

A atividade do antidepressivo imipramina e seus derivados, foi testada sobre 7.
cruzi, através de ensaio “in vitro”. O composto 2-nitrodesmetilimipramina apresentou
melhor resultado quando comparado com outros derivados (DOYLE & WEINBACH,
1989).

A utilizagio da Interleucina-2 como agente tripanocida, foi verificada por
HULSEBOS (1989), onde os autores observaram a reducio dos niveis parasitémicos e
aumento da sobrevida dos animais infectados e tratados.

Os efeitos dos derivados do acido 3-fosfonopropiénico sobre as formas
tripomastigotas de 7. cruzi, foi verificado através de ensaios “in vitro” e “in vivo™. Apenas
o (R.S)-3-FENIL-3-(0,0-dietilfosfono)-propionato de etila exerceu atividade sobre o

parasita, e os demais derivados causaram efeitos toxicos aos animais (LOPES et al,, 1990).
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Os derivados do 1-benzil-5-aminoimidazol-4-carboxamida, demonstraram
inibir a infecg@o por T.eruzi em camundongos. Os compostos 1-(-4-clorobenzil) e 1-(3,4-
diclorobenzil) mostraram-se sete vezes mais ativos que o nifurtimox na supressio dos
parasitas em camundongos na fase aguda da infeccio (CHABALA et al., 1991).

CRUZ et al. (1991), verificaram que as formas metaciclicas da cepa Y de
T.cruzi, tratadas com actinomicina D, perderam a capacidade de replicagfio em meio de
cultura, no sangue e nos tecidos de camundongos.

As fenotiazinas (clorpromazina e triflupromazina) quando adicionadas em meio
liquido ¢ em cultura de células cardiacas, inibiram as formas amastigotas e tripomastigotas
de T.cruzi. Porém, estas substincias apresentaram toxicidade sobre as células cardiacas
(CASTRO et al., 1992).

Dentre todas as substincias estudadas até aqui, o tratamento da doenga de
Chagas tem sido concentrado em apenas duas substincias, benzonidazol e nifurtimox
(BRENER, 1984; CROFT, 1999). Sendo a quimioterapia para essa doenca ainda
insatisfatéria (ANDRADE et al., 1996).

O nifurtimox, ¢ um medicamento que apresenta um efeito supressivo na fase
aguda da infecgido (RASSI et al, 1998), enquanto que na fase cronica, nfio exerce cura
parasitologica (CASTRO, 1993; ANDRADE et al., 1996; CROFT, 1999; STOPPANI,
1999; URBINA, 1999). Embora possa apresentar algum beneficio ao paciente, os efeitos
colaterais promovidos por este composto, podem comprometer o tratamento, jA que
apresentam propriedades mutagénicas e carcinogénicas em animais experimentais (ENGEL

et al., 1998; STOPPANI, 1999).
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O benzonidazol apresenta, como o nifurtimox, uma ripida supressio da
parasitemia em individuos infectados durante a fase aguda da doenca de Chagas. A maioria
dos pacientes tratados, demonstraram positividade algum tempo apds o inicio do tratamento
(CASTRO, 1993; ANDRADE et al, 1996; CROFT, 1999, STOPPANI, 1999; URBINA,
1999) ¢ os efeitos colaterais sdo tOxicos aos usuarios (ENGEL et al., 1998; STOPPANI,
1999).

Em criancas, estas duas drogas produzem efeitos colaterais, geralmente de
menor gravidade que incluem anorexia, vémitos, alergias e outros (RASSI & LUQUETTL
1992; CASTRO, 1993; CROFT, 1999; ENGEL et al., 1998; URBINA, 1999).

O benzonidazol demonstra ser mais eficiente que o nifurtimox na redugio da
parasitemia. Entretanto, deve-se levar em consideragdo que a eficacia destes compostos
variam de acordo com a &rea geografica, bem como as diferengas na suscetibilidade das
cepas de 7. cruzi as substincias (FILARDI & BRENER, 1987, GIOVANNI-DE-SIMONE
et al., 1987, LEVI et al., 1996, STOPPANI, 1999). Isto talvez, possa explicar os resultados
contraditorios obtidos apos o tratamento especifico para a doenga de Chagas (ANDRADE
et al., 1985a; FILARDI & BRENER, 1987).

O Megazol € extremamente ativo contra as formas intracelulares do parasito no
hospedeiro vertebrado ¢ apresenta alto potencial de cura em infecgdes por cepas resistentes
ao tratamento com nifurtimox e benzonidazol (MURRAY et al, 1983; FILARDI &
BRENER, 1982; ANDRADE et al., 1989)

Devido aos graves efeitos colaterais produzidos pelo benzonidazol e pelo

nifurtimox, diversas drogas estéo sendo estudadas em animais experimentais e poucas
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foram testadas em seres humanos, algumas por apresentarem efeitos colaterais e potencial
de teratogenicidade (CASTRO, 1993).

A Anfotericina B demonstrou-se altamente ativa contra 7. cruzi, além de
espécies do género Leishmania ¢ Fungos, mas a sua utilizagio foi limitada, devido aos
efeitos colaterais téxicos proporcionados (CASTRO, 1993).

COURA (1996), relatou que varios compostos estdo sendo utilizados durante a
fase aguda da doenga de Chagas como, os derivados da quinoleina, arsenobenzol sulfurado
¢ outros arsenicais, compostos da fenantridina, diversos anti-maléricos € outros arsenicais
antimoniais, sais de ouro, bismuto, cobre e estanho, violeta-de-genciana, aminopterina,
dcido paraminosalicilico, hidrazida de é&cido nicotinico, anti-histaminicos, sulfamidicos
hipoglicemiantes, ACTH e cortisol, anfotericina B e derivados estilomicina, e de
actinomicina. Todos esses compostos apresentaram baixa eficdcia ou elevada toxicidade
durante os experimentos, confirmando ou contradizendo os resultados relatados por outros
autores. Observou ainda que o Fenoxinidazol demonstrou-se muito ativo na infeccdo
experimental em ratos tanto para as formas tripomastigotas como amastigotas, dependentes
porém da cepa do parasita. Qutros nitroimidazélicos como o Metronidazol (Flagil) e
derivados azdlicos antifiingicos como o Cetoconazol, Itraconazol ¢ Fluconazol
demonstraram atividade em ensaios “in vitro” e “in vivo”, mas nio apresentaram efeitos
curativos na experimentagiio clinica. Desta mesma forma, o Alopurinol, Gossipol
(antifertilizante), e produtos naturais como Prépolis, Taxol e diversos alcalbides ndo

demonstraram cura parasitologica.
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URBINA et al. (1996) sugerem que o D0870, um derivado bitriazolico,
antifiingico, proporciona a cura da infecclo, agindo tanto na fase aguda como cronica em
ratos. Além disso, esta substdncia também utilizada para tratamento em pacientes aidéticos.

A alternativa terapéutica na evolugio da doenca de Chagas em pacientes com
miocardite chagésica crdnica terminal pode ser realizada pela reabilitacdo através do
transplante cardiaco (BOULLON et al, 1988). Estes pacientes sdo submetidos a terapia
imunossupressiva, para prevenir a rejeigio (ANDRADE et al., 1996).

Novos aspectos sdo discutidos devido a associagio da doenca de Chagas com a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids). Doenga de Chagas em hospedeiros
imunocomprometidos ndo estd exclusivamente relacionado a Aids, e sim, com a acgio de
drogas imunosupressivas que sio aplicadas na quimioterapia do tratamento de cancer e
transplantes. As drogas imunosupressivas podem modular a resposta imune celular e a
producdio de anticorpos, afetando o sistema imunologico do individuo. No passado, a
ciclofosfamida (CY) foi usada na terapia imunosupressiva para transplantes cardiacos. No
momento, as drogas mais utilizadas para esta situacio sio formadas pela ciclosporina A
(CsA), azatioprina € o corticdide. O uso experimental de drogas imunosupressivas
demonstrou que a ciclofosfamida injetada apés a infegiio pelo T.cruzi, induz o aumento da
miocardite (CALABRESE, 1999).

Todas as substincias recomendadas para o tratamento das tripanosomiases e
leishmanioses possuem limitacdes, incluindo a eficdcia, toxicidade, tratamento prolongado,
resisténcia e problemas de suscetibilidades, ou combina¢Bes entre estas limitacdes

(BRENER, 1984; CROFT, 1999).
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Atualmente, a pesquisa de novas drogas antitripanocidas e antileishmanioses,
esta relacionada com a identificagio e caracterizagio da bioquimica e alvos moleculares
destes parasitas. O objetivo na pesquisa de novas substincias, incluem aspectos que
estimulem as células infectadas & destruirem os parasitas (FAIRLMAB, 1990; CROFT,
1999).

De acordo com as observagdes citadas por varios autores, ha evidéncias de que
as diferentes cepas de T.cruzi apresentam suscetibilidades proprias aos efeitos da resposta
imune, desenvolvida pelo hospedeiro durante a infecgiio chagésica. Segundo RIBEIRO et
al. (1988a), provavelmente este fato esteja relacionado, ao mecanismo de agfo das
substancias, pois foi evidente a diferenca de resposta ao tratamento quando os autores
testaram com cepas distintas do parasita, aventaram a hipotese da existéncia de populagdes
de 7. cruzi resistentes & terapéutica utilizada na doenga de Chagas experimental.

Virios tratamentos podem diminuir os sintomas na fase aguda, mas nio podem
erradicar totalmente o parasita, além de produzirem efeitos colaterais toxicos
(McCARTHY, 1996).

Com isso, pode-se concluir que ainda ndo existe uma substincia realmente
eficaz ao tratamento da infecgdo chagasica, ja que aquelas em uso sdo consideradas toxicas.
A associacdo ou a escolha de substincias no controle do quadro clinico apresentado pelo
individuo chagasico, bem como o tratamento cirtirgico, estio sendo empregados para tentar
minimizar os efeitos provocados pela doenga de Chagas.

GALLERANO et al. (1990), demonstraram através de seus experimentos, que o

alopurinol é tdo efetivo quanto os nitrofuranos no tratamento da fase aguda da doenga de

Chgas. .
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Segundo estudos realizados pela WHO (1984) a violeta-de-genciana ainda pode
ser considerada como a (nica substincia ativa no controle da doenga de Chagas
transfusional e recomenda estudos sobre eventuais efeitos deletérios deste sal sobre as
células sangiiineas.

Sendo assim, este sal vem sendo utilizado até os dias atuais, na
quimioprofilaxia da doenga de Chagas transfusional. Entretanto, o desconhecimento do
mecanismo de agdo, o receio de efeitos colaterais e a agdo toxica sobre os elementos
figurados do sangue e, principalmente, a cor violeta, tem limitado a sua utilizacio

(SOUZA, 1989).

3.2.Derivados da Ftalimida

A atividade de compostos contendo como grupamento basico a ftalimida, tanto
sobre bactérias, quanto sobre parasitas patogénicos, vem despertando o interesse de autores
na sintese de derivados que possuam a capacidade de interferir na estrutura ou
multiplicacio desses agentes, inibindo assim a instalagdo ou agravamento da infeccdo
provocada.

Estudos realizados por VARMA (1974), utilizando compostos derivados da N-
hidroximetilftalimida, inibiram o desenvolvimento de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Aerobacter aerogenes em meio de cultura.

Os ésteres derivados da N-hidroximetilftalimida demonstraram atividade sobre

o desenvolvimento das larvas de dedes aegypii e principalmente sobre o molusco
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Biomphalaria glabrata, onde este derivado causou a morte de 100% destes moluscos em 24
horas ap0s a aplicac@io (LOPES, 1975). Ainda sobre Biomphalaria glabrata (ILOPES et al.
1980), os ésteres derivados da N-(2-hidroxietil}-fialimida, demonstrou-se bastante ativos,
mesmo apos 24 horas da aplicag3o inicial.

Com relagio a 7cruzi, NASI (1989), demonstrou a atividade de varios
derivados ativos de N-aquil e N-arilftalimidas sobre as formas em cultivo (epimastigotas) e
tripomastigotas sangiiineas, sendo que as substdncias mais ativas demonstraram
comportamento diferenciado em relacio as cepas com caracteristicas morfologicas
diferentes.

ALBUQUERQUE et al. (1991), observaram atividade “in vitro”, sobre formas
tripomastigotas de 7. cruzi das substincias N-clorometilfialimida, N-hidroxietitftalimida e
N-hidroxiftalimida sobre cepas distintas, verificando que a mortalidade de 100% das
formas ocorreu ap6s 48 horas de incubagdo do material na concentragdo de 90ug/mi. de
cada substincia.

ALBUQUERQUE (1995), ainda observou que algumas aminas alifiticas e
aromaticas derivadas da N-ammnometilftalimida, apresentaram atividade significativa sobre
a cepa Y de 7. cruzi em ensaios realizados sobre as formas tripomastigotas, sendo que as
mesmas substdncias nfo demonstraram qualquer tipo de alteragiio, tanto a nivel
parasitémico quanto & nivel de cura, quando administradas a camundongos infectados com

a mesma cepa do parasita.
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Segundo SHIBATA et al. (1996) e MIYACHI et al. (1997), os derivados da
ftalimida influenciam na produgio de TNF, desempenhando desta forma, um importante
papel no controle da infecgdo, pois esta citocina esta relacionada com a ativacdo dos

macrofagos e produgdo de NO (Nitric Oxide).
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4. CAPITULO I

Atividade Tripanocida “in vitro” dos derivados da N-aminometilftalimida

4.1 Resumo

A atividade tripanocida dos derivados da N-aminometilftalimida, foi avaliada
através de ensaios “in vitro” utilizando sangue de Mus musculus infectados com duas
diferentes formas morfolégicas de Irypanosoma cruzi: tripomastigotas sangiiineos e
epimastigotas mantidas em meio de cultura axénico (LIT). Foram utilizadas duas cepas de
T. cruzi pertencentes a diferentes grupos de linhagens. Os resultados do presente frabalho,
demonstraram que as substéncias avaliadas possuem potencial tripanocida, visto que varias

delas apresentaram valores de ICsg significativo.

4.2.Introducéo

Desde a descoberta por CHAGAS em 1909, a doenga de Chagas vem sendo
conhecida como uma endemia americana dificil de ser combatida devido a multiplicidade
de suas caracteristicas. Afetando atualmente cerca de 18 milhSes de pessoas em toda a
Ameérica Latina (URBINA, 1999), causando a morte de aproximadamente 400.000

pessoas/ano.
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Diante de toda problematica, o interesse pela pesquisa de compostos com
atividade biologica sobre 7. cruzi, vem sendo desenvolvida com o intuito de obterem
compostos capazes de atuarem sobre o parasita, porém desprovidos dos graves efeitos
colaterais. Atualmente em bancos de sangue, a unica substincia efetiva e suscetivel contra
as formas tripomastigotas ¢ a violeta-de-genciana (SOUZA, 1989; MARTINEZ — DIAS et
al., 2001; RAMIREZ et al. 1995). No Brasil, a tinica droga de alta atividade tripanomicida é
o benzonidazol conhecido comercialmente como ROCHAGAN (BRENER, 1984; LIMA
1995; CROFT, 1999). Entretanto o tratamento da doenca de Chagas ¢ insatisfatorio, devido
a toxicidade, problemas digestivos e problemas cromossémicos em criangas, provocados
pelo benzonidazol (GORLA et al., 1988, ANDRADE et al., 1996; ENGEL et al., 1998,
STOPPANI, 1999),

VARMA, 1974 e ALBUQUERQUE et al., 1991 demonstraram que compostos
contendo como grupamento basico a ftalimida possuem atividade biologica tanto sobre
bactérias, quanto sobre parasitas patogénicos para o homem. Estes resultados culminaram
no interesse da sintese de derivados que possuam a capacidade de interferir na estrutura ou
multiplicag@o desses agentes, inibindo a instalagio ou agravamento da infecgdo provocada,

sem demonstrarem uma atividade toxica para o organismo do hospedeiro.




4.3 Material e Métodos

4.3.1.Substéncias testadas

Os derivados da N-aminometilftalimida foram sintetizados através da reagdo da
N-aminoftalimida com amidas aromadticas, com base na técnica descrita por WISTEWAD
& HEINE (1955) E NASI (1989), cujas nomenclaturas e estruturas quimicas est3o
demonstradas na Figura 1.

Em capela, foram adicionados em um erlenmeyer, piridina e a N-
aminoftalimida. Ao sistema, em constante agitacdo, foi adicionada lentamente a amida
aromatica. Apés o término da adigdo, o sistema foi fechado com rolha de borracha, e a
agitacdo foi mantida até nio se observar mais a presenga de solido no sistema. Em seguida,
foi adicionada agua destilada em excesso, com a finalidade de interromper a reagdio e
promover a precipitacio da amida. A amida obtida foi filtrada em biichner, lavada com o de
agua destilada e secada 4 temperatura ambiente.

A avaliacdio qualitativa do desenvolvimento da reagdo entre N-aminoftalimida e
amidas aromaticas foi realizada através dos intervalos de fusio e espectro de infra-

vermeltho.




24

e )

H )

: ‘—“CHQ“IIJ‘Q—CPB
H

@

: mCHz—sz«@—()CHs
B

3

5 4

M
: mCHz—l?I’@'SOQ*NH‘“C‘*N}“Iz
&)
; mcnz—rf-Q—soszH-f ]I
N""(6)

H
e o)
H o

Figura 1. Aspecto estrutural dos derivados da Ftalimida avaliados: {1).N-(fenil)amino
metilftalimida;  (2).N-(4-metilfenil)aminometilfialimida; (3).N-(4-metoxifenil)
aminometilftalimida; (4).N-(4-nitrofenil)aminometilftalimida; (5).N-(4-benzeno

sulfonilguanidil)aminometilftalimida; (6).N-[4-benzenosulfonil-(2-tiazolil)
amino]aminometilftalimida; (7).N-[4-benzenosulfonil-(2-pirimidiljamino]
aminometilfialimida.

4.3.2.Cepas de Trypanosoma cruzi

Duas cepas com caracteristicas morfolégicas distintas foram utilizadas:
Cepa Y - (PEREIRA & NUSSENZWEIG, 1953) caracterizada por formas
delgadas e tropismo tecidual para células do sistema fagocitario mononuclear, MILES et al.

(1980) classificaram essa cepa como T.cruzi I, pertencente ao Zimodema II. O Zimodema




11 foi caracterizado como cepas que participam do ciclo doméstico, originado de infecgdes
humanas e de animais domiciliados (MILES et al., 1980; ZINGALES, 2000).

Cepa Bolivia - (FUNAYAMA & PRADO JUNIOR, 1974) apresenta
caracteristica morfoldgica de forma larga e tropismo para células musculares e glandulares.
De acordo com suas caracteristicas, esta cepa foi classificada como T.cruzi I, equivalente ao
Zimodema 1 (MILES et al., 1980). O zimodema I corresponde as cepas que pertencem a0
ciclo silvestre, sendo originada de animais e espécies de triatomineos selvagens (MILES et

al.1980; ZINGALES, 2000).

4.3.3.Ensaios Biologicos “in vitro”

4.3.3.1.Formas tripomastigotas

Os ensaios foram realizados utilizando-se sangue de Mus musculus machos,
pesando 20-23g, infectados intraperitonealmente com 2 X 10* tripomastigotas sanguicolas
de ambas as cepas. O sangue foi obtido por pungdo cardiaca no pico parasitémico de cada
cepa, 7° dia para a cepa Y ¢ 14° dia para a cepa Bolivia. Foram utilizadas aproximadamente
10° formas tripomastigotas do parasito/mL. Os ensaios foram realizados em placas de
microtitulagio (96 pogos), em triplicata, usando as substincias nas respectivas
concentracdes: 10, 100, 250, 500 ¢ 1.000 ug/mL. O material foi incubado de acordo com 03
parametros utilizados em Bancos de Sangue, a 4°C por 24 horas, sob agitacdo constante.

Apé6s este periodo, foi quantificada a atividade dos compostos através da contagem das
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formas tripomastigotas, de acordo com o método descrito por BRENER (1962). Os
compostos que apresentaram lise parasitiria de 100%, foram inoculados em 3
camundongos albinos, machos, pesando 20-23g. Para comprovacio da eficacia dos
compostos, verificou-se a parasitemia destes animais a partir do 5°. dia apés o indculo.
Comeo controle de atividade, foi utilizada a violeta-de-genciana nas mesmas
concentragbes acima relatadas, e como controle negativo, foi utilizado DMSQ (Dimethyl

Sulfoxide), na mesma concentrag3o utilizada para a solubilizacfio das amostras.

4.3.3.2. Formas epimastigotas

As formas epimastigotas foram obtidas através do meio LIT (Liver Infusion
Triptose) suplementado com 10% de soro bovino fetal (CAMARGO, 1964). Os ensaios
foram realizados em triplicata, sendo que apés adi¢lo dos compostos, foi efetuada a curva
de crescimento exponencial dos parasitas. Atividade biologica foi avaliada pela técnica
similar descrita acima, usando as mesmas concentragdes para cada substancia e as formas
epimastigotas do parasita foram contadas pelo método de BRENER (1962) a cada dois dias,

por um periodo de 15 dias. Benzonidazol foi utilizado como controle positivo.
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4.4 Resultados e discussio

4.4.1.Substancias utilizadas

Os resuliados obtidos apés a sintese das substdncias, referentes as
caracteristicas fisicas dos compostos sintetizados (intervalo de fusio e espectro de

infravermelho) estdio representados na Tabela 1 e Figuras 2 a 8, respectivamente.

Tabela 1. Determinacio dos intervalos de fusfo dos

derivados da N-aminometilftalimida.

Substancia Intervalo de Fasdo (°C)
(D 146 - 148
(2) 174 - 175
(3} 144 — 145
(4) 234 - 235
5 212214
(6) 220-1222
(7 238 - 241

Por meio dos dados obtidos, ¢ visualizados na Tabela 1, conclui-se que as
sinteses dessas substincias ocorreram com sucesso, quando comparadas com os dados

demonstrados na literatura (NASI, 1989).
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4.4.2 .Ensato “in vitro”

Analisando a Tabela 2, verifica-se que a substancia (3) apresentou melhor
atividade em relagdo a cepa Y do parasito, com uma porcentagem de lise de 96.2%
(ICsy=202,8 ng/ml) a 1000 pg/mi. Ja para a cepa Bolivia, a substancia (4) apresentou

melhores resultados, com uma atividade de 100% a partir de 500pug/mL (ICs=8,0pug/mL).

Tabela 2. Avaliacdo tripanocida “in vitro” dos derivados da N-aminometilftalida sobre as

formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi.

Cepa/ % de lise + SD X concentragao (ug/mL)* 1Cs0™
Substincias 10 100 250 500 1000
CepaY
(1) 05+09 43136 94 £3.2 354217 679:28 686.7
2 1.5£09 36 £34 303£12 371+05 659+17 635.1
3} 4.8+83 6970 684+42 88.5+3.8 96.2+23 2028
@ 1.813.0 4679 94+81  481+87 585x111 690.9
{5 44+41 25166 3M4xle 352+51 336+22 3318
{6) 11+19 88+124 328+118 43766 574x29 669.9
) 0.0zx00 0000 158£149 5684738 683+52 531.2
Cepa Bolivia
{1) 19.6120.7 5294+£39 83.0+82 88.5+99 96.7+56 64.3
2) 359+261 4181157 3981297 4641148 608171 529.6
(3) 39.8+7137 634+126 673£126 765117 791x22 284
4 553 +56 844100 993x13 160 £ 0.0 100+ 0.0 8.0
5) 525+252 58181 6531254 841x94 85.1+85 128
6) 564+1,2 764+93 750+11,8 90,7+4)5 98,6+25 6,55
V4 307+204 557x106 578140 6714285 89377 68,9

* controle positivo — violeta de genciana na concentracio de 250 pg/mi.
*#* 1Csp — Coeficiente de inibicgo
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A substancia (4), que demonstrou atividade parasitiria de 100% de lise, foi
logo em seguida, inoculada em camundongos sadios. Apés 15 dias de infecg@io estes
animais apresentaram-se parasitados, demonstrando a ineficicia da substincia (4) na
quimioprofilaxia da doenga de Chagas.

Embora as substdncias avaliadas nfo apresentaram resultados efetivos para a
quimioprofilaxia da doen¢a de Chagas, podemos considerar que a substancia (3)
demonstrou possuir consideravel potencial tripanocida, em termos de utilizagdo em
terapéutica, visto que as avaliacSes até o momento efetuadas, caracterizam-na com um
baixo ICso para as duas cepas do parasito.

Com relagdo & cepa Bolivia, observa-se na Tabela 2, que praticamente todas as
substdncias demonstraram possuir baixo valor de ICsq, quando comparados aos valores
obtidos para a cepa Y, situagdo melhor visualizada nas Figuras 9 e 10. Através da anilise
dos dados obtidos, observa-se claramente maior suscetibilidade das formas tripomastigotas

sangiiineas da cepa Bolivia em relagio d cepa Y .
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metilfenil)aminometilftalimida {2}, N-(4-metoxifenil)aminometilftalimida (3) e
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cepas Y (A) e Bolivia (B) de Tnypanosoma cruzi.
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Esse fato retrata as observagdes feitas por diversos autores (RIBEIRO et al,,
1988. ALBUQUERQUE et al, 1991; BRENER, 2000), em relagic a diferenciacho
biologica e comportamental de diferentes populagdes de 7. cruzi, que demonstram
diferentes suscetibilidades aos agentes quimioterapicos. Este tipo de comportamento
freqiientemente determina a baixa eficacia de varias substncias aplicadas ao tratamento de
diferentes grupos populacionais, provenientes de diferentes regides geograficas
(ANDRADE et al,, 1992). Como foi demonstrada em relagio ao Bay 2502, a resposta ao
tratamento pode ser influenciada pela cepa do parasito (ANDRADE et al,, 1975).

Em relacio aos ensaios “in vitro” sobre as formas epimastigotas de 7. cruzi, foi
verificada a atividade sobre as cepas Y ¢ Bolivia do parasito, sendo os resultados

apresentados nas Figuras 11 a 24.
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Figura 11. Avaliacio da substdncia N-(fenil)aminometi! ftalimida (1) sobre as

formas epimastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi.
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sobre as formas epimastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi.
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Figura  23. Avaliacdio da  substincia  N-[4-benzenosulfonil-(2-
tiazolil)aminojaminometilftalimida (6) sobre as formas

epimastigotas da cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi.
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Figura 24,  Avaliacdo  da  substdncia N-[4-benzenosulfonil-(2-
pinmidiljaminojaminometilftalimida (7) sobre as formas

epimastigotas da cepa Bolivia de Frypanosoma cruzi.

Atraves dos dados obtidos para a cepa Y de 7. cruzi. as substancias 6y e(T)
mostraram-se inativas frente ac desenvolvimento do parasito, e a (2) demonstrou-se inativa
para ambas as cepas, quando comparadas ao grupo controle.

As substancias (1), (3}, (4) e (3) apresentaram nitida atividade biologica a partir
da concentragio de Z50ug/mi., promovendo inibicio total do desenvolvimento das formas
epimastigotas da cepa Y e, as substdncias (1), (5}, (6) e {7) demonstraram atividade sobre
as formas epimastigotas da cepa Bolivia.

Com relagdo as substincias (3} e (4), verificamos a inibigdo  do
desenvolvimento das formas epimastigotas da cepa Bolivia apds o 3°. dia de imcubacdo, a
partir da concentragdc de 250ug/mL, quando a comparamos 20 grupo controle e as demais

substancias.
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Diferentemente dos resultados obtidos em relagdo as formas tripomastigotas, é
nitida a observagfo de uma maior suscetibilidade das formas epimastigotas & agfio das
substancias avaliadas.

Através dos resultados apresentados por LANE et al. (1996), as diferengas de
suscetibilidade das cepas de T cruzi induzem o questionamento sobre a eficacia na triagem
de substancias utilizando formas epimastigotas em cultivo como modelo experimental,
visto que essas formas, demonstraram maior sensibilidade a agio de substéncias, quando
comparada as formas tripomastigotas.

Por outro lado, CONTI et al. (1996) relatam maior suscetibilidade das formas
tripomastigotas em relacdo as epimastigotas quando avaliados varios derivados de 3-(4-
bromo-[1,1-bifenil]-4-il)-3-(4-X-fenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amino.

Estas conclusdes ndo excluem a possibilidade da utilizacdo de meio de cultivo
axénico na averiguacio da atividade bioldgica sobre 7. cruzi, mas sim alertar para a
problematica da diferenca de sensibilidade entre as formas do parasito, bem como
considerar a importdncia destes meios na elucidagio de mecanismos de ac@o de

substancias, principalmente no que diz respeito ao comportamento fisiolégico do parasito.
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5. CAPITULO I

Atividade Tripanocida “in vivo” de derivados da N-aminometilftalimida,

sobre duas diferentes cepas de Trypanosoma cruzi

5.1 Resumo

A avaliacdo tripanocida dos derivados da N-aminometilftalimida, foi verificada
em ensaios biologicos “in vivo”, utilizando como modelo experimental diferentes grupos de
camundongos Mus musculus infectados com a cepa Y e Bolivia de Irypanosoma cruzi.
Para anélise do parasitismo tecidual e provaveis efeitos toxicologicos das substincias
testadas, foi realizada a avaliagdo histopatolégica do coragiio, figado e baco. Através deste
estudo, verificaram-se as diferengas na suscetibilidade das cepas do parasito submetidas ao

tratamento, bem como auséncia da cura parasitolégica.

5.2.Introdugio

Trypanosoma  cruzi, agente etiologico da doenga de Chagas, apresenta
patogenia com caracteristicas proprias do hospedeiro e da populagdo infectante. Assim, 0
curso da infec¢do nos invertebrados suscetiveis ¢ influenciado por fatores como a idade, o
sexo, a constituicho genética do hospedeiro, além das caracteristicas genéticas e

morfologicas da cepa infectante (BRENER, 1962).
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Diferentes cepas de 7. cruzi, apresentam preferencias quanto ao tipo de
hospedeiros, distribuigio  geografica, caracteristicas morfologicas €  genéticas,
comportamento bioldgico resultando em distintos cursos da parasitemia, viruléncia e
tropismo tecidual (BICE & ZELEDON, 1970, BRAUN & TITTO, 1985, DIEGO et al,
1991; ZINGALES, 2000). Fatores que influenciam diretamente o encontro de uma
substancia eficaz de combater o parasito (ANDRADE, 1985).

As cepas de 7I.cruzi podem ser classificadas em trés tipos ou Zimodemas de
acordo com o seu comportamento morfolégico e histopatoldgico, em camundongos
(ANDRADE et al,, 1985a; ANDRADE, 1990).

Atualmente o nifurtimox e o benzonidazol, dois compostos nitro derivados, tem
sido utilizados no tratamento desta doenga. Entretanto ambos produzem varios efeitos
colaterais; tais como os mutagénicos, além da variabilidade de sensibilidade apresentada
pelas cepas de 7. cruzi, ora sensiveis, ora resistentes a estas substancias (ANDRADE et al ,
1992, MAYA et al., 1997). Além disso, o tratamento com benzonidazol resulta na
diminuigio da sintomatologia clinica e parasitemia, mas nfo promove alteragBes favoraveis
no quadro evolutivo da histopatologia da doenca chagasica cardiaca (INGLESSIS et al,
1998).

Sendo assim, neste trabalho foi avaliada a atividade tripanocida de derivados da
ftalimida, sobre duas diferentes cepas de 7. cruzi, por meio de ensaio biologico “in vivo™,
através de avaliagdo das alterages histopatologicas determinadas pelo parasitismo e

mensuragdo da toxicidade das substincias avaliadas.
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5.3. Material e Métodos

5.3.1. Sintese das substincias testadas

Utilizando a metodologia descrita por WISTEAD & HEINE (1955), os
derivados da N-aminometilfialimida foram sintetizados através da reacdo da N-
aminoftalimida com amidas aromaticas.

Em capela, foram adicionados em um erlenmeyer, piridina ¢ a N-
aminoftalimida. Ao sistema, em constante agitac3o, foi adicionada lentamente a amida
aromatica. Apds o término da adigdo, o sistema foi fechado com rolha de borracha, e a
agitac8o foi mantida até ndo se observar mais a presenca de sdlido no sistema. Em seguida,
foi adicionada agua destilada em excesso, com a finalidade de interromper a reagdo e
promover a precipitago da amida. A amida obtida foi filtrada em biichner, lavada com
excesso de dgua destilada e secada a temperatura ambiente.

A avaliagio do desenvolvimento da reacfio entre N-aminoftalimida e amidas

aromaticas foi realizada através dos intervalos de fusgo e espectro de infra-vermelho.
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Figura 1. Aspecto estrutural dos derivados da fialimida avaliados: {1).N-(feniljamino
metilftalimida; (2) N-(4-metilfenil)aminometilfialimida; (3).N-(4-metoxifenil)
aminometilftalimida; (4) N-(4-nitrofenilJaminometilftalimida; {5) N-(4-benzeno
sulfonilguanidil) aminometilftalimida; (6) N-[4-benzenosulfonil-(2-tiazolil)
aminojaminometilftalimida; (7). N-[4-benzenosulfonil-{2-pirimidiljamino} ami-
nometilftalimida

5.3.2.Cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas

532.1.Cepay¥

Cepa do parasita, isolada de um paciente chagésico na fase aguda da infecgio,

por PEREIRA DA STLVA & NUSSENZWEIG em 1953, Esta cepa apresenta
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predominancia de formas delgadas (Figura 2A) e tropismo tecidual diferenciadc para as
celulas do sistema fagocitério mononuclear, parasitando com fregiiéncia ssplendeitos,
hepatOeitos e células da medula Ossea (ANDRADE, 1976). De acordo com estas
caracteristicas, & cepa Y foi classificada como Toruzi I, equivalente ao Zimodema 11 por

MILES et al. (1980) ¢ Linhagem 1 por 8OUTO et al. {1996).

5.3.2.2.Cepa Bolivia

Isolada do Triatoma vitticeps capturado em Vitichi, na Bolivia, em 1974
(FUNAYAMA & PRADO JUNIOR. 1974). Apresenta caracteristica morfologica larga
(Figura 2B), marcante tropismo para células musculares (muscule liso, esquelético e
cardiaco) e tecido glandular. Sendo assim, esta cepa pertence ao grupo 7. cruzi L

equivalente ao Zimodema I (MILES et al,, 1980) ¢ Linhagem 2 (SOUTO et al., 1995).

Figura 2. Formas tripomastigotas sanguicolas de Trypanosoma cruzi, colhidas no pico de
parasitemia de Mus musculus infectados. A — cepa Y, B — cepa Boliva (x 1000 —
Giemsa).




33

5.3.3 Ensaio Biologico “in vivo”

5.3.3.1.Grupos de animais

Foram utilizados trés grupos de camundongos albinos, machos, linhagem
SWISS, pesando de 20 — 23g cada, demonstrados na Tabela 1.

O grupo II, foi utilizado para a avaliagio do comportamento parasitémico das
diferentes cepas em rtelagdio ao hospedeiro vertebrado. Apos 48h da inoculagdo
intraperitonealmente de 2 X 10* parasitas. Os animais petencentes ao subgrupo GII(2)
foram submetidos ao tratamento diario, pela via intraperitoneal, utilizando-se as dosagens
de 8 mg/kg para o benzomdazol — controle positivo (BRENER, 1984; FILARDI &
BRENER, 1987) e os animais do subgrupo GII(3) receberam ¢ tratamento com os
derivados da Ftalimida, durante 10 dias para a cepa Y ¢ 20 dias para a cepa Bolivia.

O 3° grupo denominado Tratamento Paralelo, contendo 70 animais foi
subdividido em 7 subgrupos, com 10 animais cada. Estes camundongos nio foram
infectados, apenas tratados da mesma maneira que os subgrupos IIl e IV, pertencentes aos

1° e 2° grupos, a fim de avaliar a toxicidade das substancias testadas.




54

1Z0E * 1, 9p vdoo epeo vred siewiue op OISWINN] 4

BpiLUIEL] P SOPRALISDP (d1) ofererey
[, W02 SOpRjRL) 9 SOPRIOJUI OBU SIBUWIIUY OJuWBRI] oL o
ePIUIIe]{ Bp SOPRALIAD
[, WI0D SOpRIES] 8 SOPRIOJJUT SIRUnUy (1) sopeser], *0L Ounon
[0Zepruozuaq (dD) oamsog opeloaju|
WI0) SOPEIR] 3 SOpRoaJul SIBWUITY sronue) 01 ARIES! o
(ND) oanedaN
SOpeIes) OBU 3 SOPELIOdJUI SIBLUIY ajonuo) 01 (DD
opeIjuI
(ISD) ogdoayur ogy
SOpEIRI} OBU 9 S0PLRIOJJUI OBU STBUITUY UIOS 2]0NU0)) 01 odnin
D
odnigqng
2IS0]OPOIRN Op JWON SIBTIIUR 9D * N sodnidqng sodnin)




35

5.3.4.Estudo Histopatologico

Camundongos de cada subgrupo foram sacrificados no dia do pico da
parasitemia (7°. dia para a cepa Y e 14°. dia para a cepa Bolivia). Os animais pertencentes
aos subgrupos do Tratamento Paralelo foram submetidos ac mesmo procedimento, para
avaliagdo dos efeitos de toxicidade ao tratamento & curto e & longo prazo.

Em seguida, foram retirados bago, figado e coragfio, sendo os mesmos fixados
em Alfac por 24h, sendo posteriormente processados histologicamente. Foram realizados
cortes histologicos de 5um de espessura e corados pela hematoxilina — eosina. A montagem
em laminas foi realizada com intervalo de 70um, para evitar a andlise de um mesmo ninho

com formas amastigotas de Trypanosoma cruzi (CAMARGOS et al., 2000).

5.3.4.1.Parasitismo

O grau de parasitismo foi estimado através da analise qualitativa, a partir da
determinagio do nimero de ninhos observados em 50 campos microscépicos (400X). Para
analise, utilizou-se 3 1aminas de cada 6rgéo dos subgrupos.(CASTRO & BRENER, 1985).

Consideraram-se como (++++) os cortes em que mais de 50% dos campos
apresentavam-se parasitados, (+++) cortes onde foram encontrados ninhos de amastigotas
em 25% a 50% dos campos, (++) cortes que apresentaram entre 12,5% a 25% de

positividade nos campos analisados, (+) quando foram encontrados menos de 12,5% dos
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campos parasitados e (-) auséncia de ninhos de amastigotas (CASTRO & BRENER, 1985;

PENIN et al., 1996; ANDRADE et al., 1997).

5.3.4.2 Andlise morfométrica

Além da avaliagdo do grau de parasitismo e toxicidade das substdncias, foram
realizadas as medidas morfométricas dos 6rgéos dos animais pertencentes a cada subgrupo.
Os cortes foram focalizados ao microscopio optico, em objetiva de imersdo (1000X)
munido de uma cidmara de captura de imagens e video. Estas imagens capturadas foram
projetadas em programa de computador (KS100 — Zeiss), para a realizago dos calculos dos
respectivos parametros: didmetro nuclear, perimetro nuclear, relagdo didmetros maior e
menor (D/d), area nuclear, volume nuclear, relagio area/volume (A/v), coeficiente de

forma, indice de contomo nuclear e excentricidade.

5.3.5.Analise Estatistica

Para analise estatistica dos resultados deste trabalho, assim como para diversos
calculos matematicos envolvidos nos estudos morfométricos dos dados, foram utilizados
diversos programas para computador do tipo IBM-PC, em linguagem BASIC

AVANCADO (BASICA) desenvolvidos no Departamento de Estomatologia da Faculdade
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Kruskal-Wallis, para determinar a significincia da atividade das substéncias nos ensaios “in

vivo”, ¢ para determinacdo dos estudos morfométricos, Mann-Whitney e mediana

(ALBUQUERQUE, 1995; ABRAHAO, 2000).
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5.4.Resultados e Discussio

5.4.1.Sintese das substincias testadas

A comprovacio da pureza das substincias, foi efetuada pela comparacio dos
resultados obtidos pela determinaciio do intervalo de fusio e Espectroscopia de
Infravermelho com padrdes pré-existentes (NASI, 1989). Estes resultados estdo

representados na Tabela (2).

Tabela 2. Determinacio dos intervalos de fusdo dos derivados

de N-aminometilftalimida.

Substancia Intervalo de Fusio (°C)
(1) 146 - 148
) 174 - 175
(3) 144 — 145
4) 234-235
(5 212-214
(6) 220222
(7 238 - 241

5.4.2.Ensaio Bioldgico “in vivo”

Com relagio a atividade dos derivados da N-aminometilftalimida nos ensaios
biologicos “in vivo”, niio foi possivel verificar o mesmo nivel de atividade biolégica

daqueles testes “in vitro”. Os resultados est3o demonstrados nas Figuras 3 a 9.
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Através dos resultados apresentados nas Figuras 3 a 9, observa-se que 2
substincia {7} apresentou redugilo significativa de parasitemia nos animais infectados com
acepa Y, quando comparada com 0s subgrupos controles negativo e positivo.

As substdncias (3) e (6), determinaram ligeira redugfio dos niveis parasitdmicos
nos subgrupos conireles negafivo ¢ positivo da cepa Y. As demais substincias nio
determinaram reduclo da parasitemia, mantendo niveis semelhantes aos encontrados nos
subgrupos confroles negativo e positivo.

Em relag30 a cepa Bolivia, as substincias (1), (2) e (3) promoveram uma
reducdo significativa dos niveis parasitémicos, quando comparada com os subgrupes
controles negativo ¢ positive. As demais substincias determinaram apenas uma pequena
reduciio da curva parasitémica em relago aos subgrupos controles negativo e positivo.

Através do estudo do comportamento da curva de infeccio dos camundongos
infectados e tratados, observou-se que o indice de infectividade foi de 100%, para ambas as
cepas. A cepa Y apresentou periodo pre-patente de 3 dias com pico de parasitemia no 7°.
dia apos o inodculo, enquanto na cepa Bolivia o periodo pré-patente foi de 5 dias, com pico
de parasitemia no 14°, dia.

Em relacio & mortalidade dos animais infectados, fol calculada a porcentagem
daqueles que morreram espontancamente durante o curso da infecco, excluindo os que
foram sacrificados no dia do pico parasitémico. Os resultados obtidos estdio nas Figuras (10
e 11). Através destas figuras, obsefvou-se que os animais infectados com a cepa ¥ e
tratados com os denvados da fialimida, ndc demonstraram diferencas em realagio a

mortalidade. J& para a cepa Bolivia, os animais que receberam o tratamento tiveram menor
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Figura 10. Porcentagem de mortalidade avaliada durante a evoluglo da infecglo
experimental em Mus musculus infectados com 2X10* tripomastigotas
sanguicolas das cepas Y (A) e Bolivia (B) de 70 cruzi, tratados com os

derivados da N-aminometilfialimida.
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Nenhuma das substéncias avaliadas determinou cura parasitolégica dos animais
submetidos a tratamento. Os resultados apresentados até o momento demonstram nfo
existir uma relagdo clara entre as estruturas das substincias avaliadas e a atividade sobre o
parasito.

A suscetibilidade da cepa a determinado quimioterapico, varia de acordo com a
populagdo do parasita. Muitas vezes a ineficacia de um medicamento decorre da
possibilidade de os individuos n#c curados serem portadores de cepas resistentes ao

tratamento.

5.4 .3 Estudo Histopatolégico

Pela avaliacZo histopatologica, verificou-se que mesmo naqueles subgrupos de
animais que demonstraram resultados satisfatorios em termos de redugdo do nivel
parasitémico, ndo foi observada diminui¢fo na incidéncia de ninhos de amastigotas nos
tecidos analisados. Todos os subgrupos apresentaram parasitismo tecidual de forma
semelhante ao subgrupo controle negativo, conforme observado nos dados contidos na

Tabela 3.
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Tabela 3. Anilise qualitatitiva da intensidade do parasitismo tecidual no
Corag#io, Figado e Bago de Mus musculus infectados com 2 X 10°

tripomastigotas sanguicolas das cepas Y € Bolivia de T cruzi.

Substincia/ n°. de Dias de Orgios
Cepa animais infeccio

Coracio (%) Figado (%) Baco (%)
CepaY
CN* 3 7 + e R
Cp* 3 7 -+ - b
(1) 3 7 + - +++
(2) 3 7 e + -
3) 3 7 - - -
4 3 7 + + +
(5) 3 7 F + _
{(6) 3 7 ot A +
(7) 3 7 - + -
Cepa Bolivia
CN* 3 14 ot -
Cp** 3 14 + + -
¢y 3 14 + + -
(2) 3 14 At - -
(3) 3 14 + - -
4) 3 14 + - -
(5) 3 14 et + -
(6) 3 14 o - -
(7 3 14 -+ - -

CN* - Controle Negativo;

CP** . Controle Positivo.
L _— T e
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5431.CepaY

Por meio da analise histopatologica das fibras cardiacas, verificou-se que os
subgrupos submetidos ao tratamento diiric com benzonidazol e substdncia (6),
apresentaram intensidade de parasitismo {+++; 25% a 50%) maior que as demais
substincias, incluindo o subgrupo controle negativo.

Na maiorta dos subgrupos, a musculatura cardiaca estava constituida de fibras
mats dispersas e os nicleos apresentaram alteragdes morfométricas significativas.

Analisando a Tabela (3), verifica-se que o figado apresentou parasitismo
moderado (++; 25% a 12,5%) nos subgrupos controle negativo e tratado com a substancia
(6). Para os demais subgrupos, a presenga de ninhos com formas amastigotas foi baixa (+; <
12,5%) ou ausente.

Microscopicamente, o figado de todos os subgrupos demonstrou hepatocitos
vacuolizados, com nucleos bem evidentes, da mesma forma que as veias centrolobulares.
Os sinusbides apresentaram-se mais dilatados com algumas &reas apresentando nitida
desorganizacdo tecidual.

Os animais pertencentes ao controle negativo e ao subgrupo tratado com a
substancia (1), apresentaram maior intensidade de ninhos de amastigotas (+++; 25% a
50%) nas celulas esplénicas, enquanto o- controle positivo tratado com benzonidazol,
apresentou (++; 12,5% a 25%) de positividade.

Para os demais subgrupos, a intensidade do parasitismo foi reduzida (+; <

12,5%) ou ausente (-).
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De modo geral, os animais infectados com a cepa Y apresentaram parasitismo
tecidual acentuado. Este fato esta relacionado entre outros, com a morfologia desta cepa,
predominantemente constituida de formas delgadas, possuirem maior capacidade de
interiorizagdo nos tecidos (CASTRO et al., 1985).

De acordo com a classificacio feita por MILES et al. (1980) como T, cruzi I,
indica que esta cepa € mais virulenta em infeccSes humanas, podendo determinar

manifestacdes graves na doenga de Chagas (MILES et al., 1980; ZINGALES, 2000).
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Figura 13. Coraglo de Mus museulus do controle pegativo, infectado com 2 X 10
tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi, colhido no pico parsitémico. HE
(x1000),
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Figura 14, Coragdo de Mus mumsculus do controle positive, infectado com 2 X 10°
tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi, colhido no pico parasitdmico e tratado
com benzonidazol, Presenca de ninho de amastigotas nas fibras cardiacas, HE
(x1000).

- . » e o . = - - -
Figura 15, Coraclo de Mus musculus do subgrupo infectado com 2 X 107 tripomastigotas
da cepa Y de 7. cruzi, colhide no pico parsitdmico e tratade com a substancia
{6). Presenga de ninho de amastigotss nas fibras cardiscas ¢ desorganizacio
tecidual. HE (x 1000}

M



Figurs 17. Figado de Mus musculus do controle negativo, infectado com 2 X 16t
tripomastigotas com a cepa Y de 7. ¢ruzi, colhido no pico parasitémico.
Presenga de ninho de amastigotas, a destruigfo tecidual, alierag@o dos
sinuséides e processo inflamatdrio. HE (x1000).
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Figura 18. Figado de Mus musculus do subgrupo infectade com 2 X 10° rripomastigotas
com a cepa Y de 7. cruzi, colhido no pico parasitdémico e tratado com a
substincia (6). Presenca de ninho de amastigotas, hepaideitos com citoplasma
vacuolizado e simisdides dilatados. HE (x1000).
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Figura 19. Bago de Mus musculuy 8o controle sem infeceiio. HE (x1000).

Figura 20. Bago de Mus musculus do controle negativo, infectado com 2 X 10°
tripomastigotas com a cepa Y de 7. cruzi, colhido no pico parasitémico.
Presenca de ninho de amastigotas. HE (x10600).
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Figura 21. Bago de Mus musculus do controle positive, infactade com 2 X 10°
tripomastigotas com a cepa Y de 7. cruzi, colhido no pico parasitémico ¢
tratado com benzonidazol. Presenca de ninhos de amastigotas. HE (x1000).

Figura 2. Bago de Mus musculus do subgrupo infectado com 2 X 107 tripomastigotas
com a cepa Y de 7. cruzi, colhido no pico parasitémico e tratado com a
substdncia (1). Presenca de ninhos de amastigotas e desorganizacio tecidual.
HE (x1000).
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5.4.3.2.Cepa Bolivia

De acordo com a Tabela 3, as fibras cardiacas dos animais infectados com a
cepa Bolivia, apresentaram maior quantidade de ninhos de amastigotas, quando
comparados com os dados obtidos para a cepa Y.

O subgrupo tratado com a substincia (7) apresentou maior intensidade do
parasitismo nas fibras cardiacas (++++; > 50%), assim como as substincias (2) e (5)
apresentaram de 25% a 50% dos campos examinados parasitados. Sendo assim, o
parasitismo nestes subgrupos foi maior quando comparados ao controle negativo (++; 25%
a 50%). As demais substancias demonstraram um parasitismo reduzido (+; < 12,5%).

Em alguns subgrupos, principalmente aqueles cujo parasitismo foi maior,
observou-se espagos intersticiais alterados, fibras cardiacas desorganizadas e destruidas,
com nucleos significativamente atrofiados.

Os hepatocitos demonstraram parasitismo reduzido quando comparados com a
cepa Y. Isso provavelmente ocorre, em fungdo do grau de viruléncia e tropismo tecidual da
cepa. A maioria dos subgrupos apresentou baixa intensidade do parasitismo, variando de
(+; < 12,5%) para o controle negativo, até a auséncia completa de parasitas para alguns
subgrupos (-).

Os lobulos hepaticos, apresentaram-se microscopicamente alterados e
vacuolizados com sinusoides mais dilatados quando comparados aos camundongos ndo
infectados. Alteragdes nucleares foram visualizadas e verificadas através da analise

morfométrica.
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Nesta cepa, para todos os subgrupos experimentais, o parasitismo esplénico foi
negativo (-).

Histologicamente, os esplendcitos apresentaram hipertrofia nuclear e desarranjo
celular na maioria dos subgrupos.

RIBEIRO et al. (1988b), estudando as caracteristicas desta cepa, usando
camundongos Swiss, observaram a capacidade de invas3o em todos os tipos de células. No
presente trabalho, a andlise histoldgica revelou parasitismo predominante para as fibras
cardiacas, seguido do figado com menor intensidade, demonstrando claramente o tropismo
preferencial dessa cepa de 7. cruzi para a musculatura em geral, e ndo para células do
sistema fagocitario mononuclear.

POSTAN et al. (1987), relatam o fato de que intimeras cepas de 7. cruzi podem
mudar suas caracteristicas bioldgicas no decorrer do tempo, fruto de uma nova adaptacéo
ao organismo do hospedeiro. Consequentemente alterando o tropismo celular, severidade

das lesGes, sempre na dependéncia de uma relagéo de equilibrio parasita e hospedeiro.




Figura 24. Coraglio de Mus musculus do controle negativo, infectado com 2 X 10*
tripomastigotas com a cepa Bolivia de 7. cruzi, colhido no pico parasitémico
Notar a desorganizagdo das fibras cardfacas. HE (x1000),




Figuras 15, Coraglc de M musculus do subgrupo infectado com 2 X 10°
iripomastigotas  com a cepa Bolivia de 7. cruzi, colhido no pico
parasitémico ¢ tratado com as substincias 2(A) & 5(B). Presenca de ninho
de amastigotas e ¢ espaco intersticial alterado entre as fibras cardiacas,
HE (x100D).




Figura 26. Coragic de Mus muscujus do subgrupo infectado com 2 X 10t
tripomastigotas com a cepa Bolivia de 7. cruzi, cothido no pico
parasitémico e fratado com a substAncia (7). Presenga de ninho de
amastigotas ¢ desorganizacio das fibras cardiacas. HE (x1000).
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Figura 28. Figade de Muws musculus do controle negativo, infectade com 2 X 10°
tripomastigotas com a cepa Bolivia de 7. cruzi, cothido no pico parasitémico.
Notar os sinusdides dilatados. HE (x1000).
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Figura 29, Figado de Muys museulus do subgrupo infectado com 2 X 10° tripomastigotas
com a cepa Bolivia de 7. cruzi, colhido no pico parssitémico ¢ tratado com 2
substancia {5). Presenca de ninho de amastigotss, sinussides alterados ¢ o
citoplasma dos hepatéeites vacuolizados. HE (x1000},



Figura 31, Bago de Mus musculus do controle negative, infectade com 2 X 10°

tripomastigotas  com a cepa Bolivia de 7. cruzi, colhide no pico
parasitéraico. Notar desorganizacio tecidual. HE (x1000),
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5.4.3.3.Andlise Toxicologica dos Subgrupos Tratamento Paralelo

Microscopicamente foi possivel observar que os 6rgios dos camundongos ndo
infectados e submetidos ao tratamento diario (Tratamento Paralelo), apresentaram processo
inflamatério moderado quando comparade com os resultados obtidos nos subgrupos
infectados e tratados, para ambas as cepas (Figuras 32 a 52).

Em relagdo aos tratamentos de curto (7 dias) e longo (14 dias) prazos, ndo foi
possivel observar alteragdes qualitativas no aspecto histologico.

Morfometricamente estas substdncias exerceram hipertrofia e atrofia de alguns
pardmetros nucleares, sendo alteracdes estatisticamente significativas.

Portanto, de acordo com esta analise toxicolégica, as substdncias exerceram

efeito toxico a nivel tecidual.
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Figura 33, Comgfo de Mus muscnlus do subgrape watamento paralelo, tratado com a
substincia (1). Notar o aspecto tecidual semelhante ac subgrupo controle sem
infecclio. HE (x1000).




Figura 34. Coraglio de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com &
substaneia (2). Notar o aspeeto tecidual semelhante ac subgrupo controle sem
infecodio, HE (x1000).

Figura 35, Coragio de Mue muscnlue do subgrupo tratamento paralelo, tratado com 2
substineia (3). Notar desorganizacBo das fibras cardiacas. HE (11000).
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Figurs 37 Coraglio de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a
substincia (6). Notar a desorganizaciio das fibras cardiacas. HE (x1000).

Figura 38. Coragdo de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a
substdneia (7). Notar o aspecto tecidual semelhante a0 subgrupo controle sem
infecclo. HE (x1000)

m



Figura 40, Figado de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com 3
substéncia (1), Notar hepatdcitos alterados com citoplasma vacuolizado, HE
{100X.




Figura 41, Figado de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a
substancia (2). Notar hepatécitos descaracterizados. HE (x1000).

Figura 42, Figade de Mus muscrlus do subgrupe tratamento paralelo, tratado com a
substancia (3). Notar hepatdcitos com citoplasma vacuolizado e sinusdides
dilatados. HE (x1060G).
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Figura 43. Figado de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a
substancia (4). Notar hepatécitos com citoplasma vacuolizado. HE (x1000).

Figura 44, Figado de Mus muscwlus do subgrupe tratamento paralelo, tratado com a
substéncia (5). Notar semelhanca com o subgrupo controle. HE (x1000).
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Figura 45. Figado de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a
substincia (6). Notar hepatécitos alterados, com citoplasma vacuolizado 2
sinuséides dilatados. HE (x1000).

Figura 46. Figado de Mus museulus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com 3
substincia (7). Notar hepatcitos alterados com citoplasma vacuolizado. HE

(x1000).




Figura 48. Bago de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a substancia
(1). Notar a desorganizagdo tecidual. HE (x1000).




Figura 49. Baco de Mus muscuiue do subgrupo tratamente paralelo, tratade com 2
substéncia (2). Notar a desorganizago tecidual. HE (x1000).

Figura 30. Bago de Mus musculys do subgrupe tratamente paralelo, watade com a
substineia (3}, Notar a desorganizacio tecidual, HE (21000},



Figura 51, Bago de Mus musculus do subgrupo tratamento parslelo, tratads com & substancia
(4). Notar a desorganizacdo tecidual. HE (x1000).

Figura 52. Bago de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a
substéncia (5}. Notar 2 desorganizacio tecidual. HE (x1000).




Figura 33. Bago de Mus musculus do subgrupo tratamento paralelo, tratado com a substdncia
{6). Notar a desorganizac3o tecidual, HE (x1000),

Figura 84, Bago de Mus musculus do subgrape tratamento paralelo, tratado com s substéneia
{7). Notar a desorganiza¢fio tecidual, HE (x1000).
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5.4.4. Andlise Morfométrica

A anilise morfométrica das células dos diferentes Orglos provenientes dos
subgrupos estudados, demonstraram alteragSes significativas quando comparadas aos
controles. As compara¢des morfométricas e os parAmetros nucleares dos tecidos avaliados
nos diferentes grupos experimentais ap6s o tratamento estfio demonstrados nas Tabelas 4 a

18.

5.44.1. Comparacdo entre os Subgrupos Controle sem Infeccio e

Infectados

Os subgrupos infectados com a cepa Y de T.cruzi, apresentaram alteragfio dos
valores médios nucleares dos subgrupos infectados e tratados, quando comparados em
relacdo ao controle sem infeccio.

De uma maneira geral, os valores médios dos parimetros nucleares das fibras
cardiacas, demonstraram atrofia significativa, quando comparados com o subgrupo controle
sem infec¢do, com excecdo dos subgrupos tratados com as substincias (3) e (7),
representados na Tabela 4.

Esta mesma atrofia foi observada nos hepatdcitos, para a maioria das
substancias, onde os valores médios apresentados na Tabela 5 mostraram-se menores em

relagdo ao controle sem infecgfio, com excecdo para o subgrupo tratado com a substincia

3).
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Em contrapartida, os esplendcitos demonstraram hipertrofia na maioria dos seus

parAmetros nucleares, excluindo os subgrupos tratados pelas substincias (2) e (3), cujos

resultados néo foram significativos (Tabela 6).

Tabela 4. Valores médios dos pardmetros nucleares resultantes do estudo morfométrico dc
coragiio dos animais infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. Comparagio dc

grupo controle sem infeccdo com os grupos infectados, independentemente ao fatc
de terem sido submetidos ao tratamento.

Subgrupos
N CSI CN CP §SBl1 SB2 SB3 SB4 SBS SB6 SB7
Parametros

Volume Nuclear 0.07 0.08° 0.06° 005" 006 0.07° 005" 0.07° 0.07° 0.06°

Perimetro 251 260 259 229" 253 250 225 241% 239% 247%
Excentricidade 0.92 090 094 091™ 093 0.91™ 092 090 0.89" 0.93™
indice de Contorno 4.97 4.82% 524 490 505™ 4.88™ 492 4707 4.68° 5.00%
Area Nuclear 0.26 0307 025 023 026 027" 021" 027 027" 025
Relacdio V/A 023 0260 0217 022 022 024 0217 025" 0257 0.22®
Coef. de Forma 0.52 056 047" 054" 050" 054" 053° 058 059 0.51%
SJSI = controle sem infec¢io; CN = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SB = substéncia

P 005

" ndo significativo
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Tabela 5. Valores médios dos parimetros nucleares resultantes do estudo morfométrico do
figado dos animais infectados pela cepa Y de 7; rypanosoma cruzi. Comparacio do
grupo controle sem infec¢fio com os grupos infectados, independentemente ao fato
de terem sido submetidos ao tratamento.

Subgrupos
. CS1 CN CP SB1 SB2 SB3 SB4 SBS5 SB6 SB7
Parametros

Volume Nuclear 033 013" 018" 016 0.9 022 016 020 057 018

Perimetro 268 198" 218" 210" 222" 235% 2107 226 3.58° 2.15°
Excentricidade 053 0597 061" 058 0577 0.56° 058 057" 060" 059"
Indice de Comtorno 357 3.58% 359 3.58™ 358% 358% 358%™ 358 324" 358
Area Nuclear 0.57 0317 038 035 039" 044™ 035 041" 035 037
Relacéio V/A 0.57 042" 046" 044 047" 049° 0.44™ 048" 044" 045
Coef. de Forma 0.99 098 098 0.98™ 0.98™ 098 0.98™ 098 0.98 (.98%
SISE = controle sem infecgdo; CN = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SB = substancia
2o

® n3o significativo

Tabela 6. Valores médios dos pardmetros nucleares resultantes do estudo morfométrico do
bago dos amimais infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi. Comparacdo do
grupo controle sem infecgio com os grupos infectados, independentemente ao fato
de terem sido submetidos ao tratamento.

Subgrupos
R CSI CN CP SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SRB7
Parametros

Volume Naclear 0.06 0.08" 0.07™ 009" 0.06® 007" 0.08 0.12° 009 009

Perimetro 153 1.69" 1.61™ 1717 1.50™ 156™ 1.69° 1.88° 1.73™ 1.77°
Excentricidade 0.62 0.61" 0.62 0.60” 0.56 0.60" 0.60" 059" 0.62° 0.61™
Indice de Contorno  3.60 3.59™ 3.60™ 3.59 357" 3.59% 350%™ 350 359 3595
Area Nuclear 0.18 023" 021" 023 018" 0.19° 023 028 023 025
Relacdo V/A 0.32 035" 0347 036" 032 033 035 039" 036 037
Coef. de Forma 0.97 097 097" 0.98™ 0.98% 0.97° 098" 0.98° 0.97° 097
EISI = controle sem infecgdo; CN = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SB = substincia
'Pp<<06?és

™ ndo significativo

M
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Os subgrupos infectados com a cepa Bolivia, apresentaram atrofia das fibra:
cardiacas, com excecfio dos subgrupos tratados com as substincias (5} e (6), onde os valore:
meédios nfo demonstraram diferengas estatisticamente significativas entre o controle sen
infeccdo (Tabela 7).

O volume, o perimetro, a excentricidade, a area e a relacdo V/A dos hepatécitos
apresentaram atrofia quando comparados ao subgrupo controle sem infecgio. Em contraposici
0 subgrupo controle negativo, apresentou ligeira hipertrofia quando comparadas ac grupx
controle sem infecco, cuja avaliagdo estatistica mostrou-se nio significativa (Tabela 8).

Os pardmetros nucleares do bago, apresentaram valores médios né
significativos, demonstrados na Tabela (9).

Tabela 7. Valores médios dos pardmetros nucleares resultantes do estudo morfométrico d
coracdo dos animais infectados pela cepa Bolivia de Irypanosoma cruz.

Comparagdo do grupo controle sem infecgio com os grupos infectados
independentemente ao fato de terem sido submetidos ac tratamento.

Subgrupos
. CSI CN CP SBlI SB2 SB3 SB4 SBS SB6 SB7
Parametros

Volume Nuclear 0.07 0.05™ 0.05* 0.05* 0.05® 0.05® 0.05® 0.05® 0.06" 0.05"

Perimetro 251 2277 234 2117 210" 2200 1997 239 240 229
Excentricidade 092 091™ 092 0.88 0.88 0907 0.87 0.93™ 091 0.93"
Indice de Contorno 4.97 4.86™ 4.96™ 471" 4.66° 475 4.64 507" 497 495"
Area Nuclear 026 022" 023" 020" 021" 0227 020" 024 025" 021
Relagio V/A 023 0.22™ 0217 022 023 022° 022 022% 023° 0217
Coef. de Forma 0.52 054" 052 059 0.60° 057 0.62° 051 054 051°
EJSI = controle sem infecgdo; CN = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SB = substincia
'Pp<<0{.)(.)(}5

™ ndo significativo
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Tabela 8. Valores médios dos parimetros nucleares resultantes do estudo morfométrico do
figado dos animais infectados pela cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi.
Comparagdo do grupo controle sem infecgdo com os grupos infectados,
independentemente aoc fato de terem sido submetidos ao tratamento.

Subgrupos
. CSI CN CP SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7
Parametros

Volume Nuclear 033 036" 023" 016" 019" 026 0.15° 0.18 013 0.8

Perimetro 2.68 350 237% 2117 225 245 206" 221° 2000 2.8
Excentricidade 053 057" 056" 059" 058 054 058 0555 059" 055%
Indice de Contorno 3.57 3.83" 3.57™ 3.59™ 3.58™ 3.57™ 358%™ 357 358 357
Area Nuclear 057 060" 045" 035" 040" 048 034" 038 031" 038"
Relagiio V/A 057 060" 050" 044" 047 052° 043" 046" 042" 046
Coef. de Forma 0.99 0.97° 0.98™ 0.98™ 0.98% 0.99™ 0.98™ 0.98™ 0.98* (.98
?SI = controle sem infecgdo; CN = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SB = substincia
003

™ pio significativo

Tabela 9. Valores médios dos parametros nucleares resultantes do estudo morfométrico do
bago dos animais infectados pela cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi. Comparacio
do grupo controle sem infeccdio com os grupos infectados, independentemente ao
fato de terem sido submetidos ao tratamento.

Subgrupos
_ CSI CN CP SB1 SB2 SB3 SB4 SBS SB6 SB7
Pardametros

Volume Nuclear 0.06 0.06" 0.06™ 0.06™ 0.07 007 0.06° 0.06° 0.05° 0.05™
Perimetro 153 1557 1557 1.52™ 1.60° 158" 153" 1.54° 143" 146
Excentricidade 0.62 0.60" 0.60™ 0.60° 0.60" 058 058 056 060" 057
indice de Contorno  3.60 3.59™ 359 359 350™ 358% 358% 358% 3 s9m 3.58™
Area Nuclear 0.18  0.19% 0.19" 0.18* 020" 020" 0.18* 0.19® 0.16° 0.17™
Relacdio V/A 0.32 033" 033" 032 0347 033 032° 032 030 03]1™
Coef. de Forma 0.7 0.98% 0.98™ 0.98™ 0.98™ 098" 0.98™ 098" 098 (.08
EZSI = controle sem infecgdo; CN = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SR = substincia
"pp<<0(.)(.)015

* ndo significativo
L T s O I O
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5.4.4.2.Comparacio entre os Subgrupos infectados nfo tratados e

infectados tratados

A comparagiio entre os mesmos pardmetros previamente expostos aos
subgrupos submetidos ao tratamento didrio e subgrupo controle negativo, demonstrou
valores significativamente diferentes.

Atraves dos valores observados na Tabela (10), relativos & avaliagiio das fibras
cardiacas, verificou-se que para os subgrupos infectados com a cepa Y do parasito e
submetidos ao tratamento, apenas os tratados pelas substincias (3), (5) e (6) nio
apresentaram alteragGes significativas do volume nuclear e do indice de contorno em
relagdo ao subgrupo controle negativo. As demais substincias, incluindo o subgrupo
positivo, apresentaram grau de atrofia ainda superior aquela determinada pela agdo de
T.cruzi.

Os parimetros nucleares dos hepatécitos, principalmente o volume e 4rea
nucleares, observou-se aumento destes valores para os subgrupos tratados, quando
commparados com o subgrupo controle negativo, indicando que as substincias empregadas,
inclusive o benzonidazol, determinaram uma atenuaciio dos efeitos de inducio de
hipertrofia promovidos pela a¢fo parasitaria (Tabela 11).

Esse efeito, em menor intensidade, também pode ser observado nos parimetros
relativos as células esplénicas, onde apenas os valores apresentados pelas substincias (2) €
(5) mostraram-se aumentados em relac@o ao controle negativo. As demais substincias ndo

demonstraram diferencas estatisticamente significativas entre os subgrupos (Tabela 12).
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Tabela 10. Valores médios dos parimetros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do coracdo dos animais infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.
Comparagdo entre o grupo controle infectado com aquele de animais
submetidos ao tratamento.

Subgrupos
. CN CP SBl1 SB2 SB3 SB4
Parametros

SB5 SB6 SB7

008 0.06° 005 006 007 005 007 0.07= 006"
Yolime Nuclear
Perimetro 2,60 2.59™ 229" 253%™ 250™ 225 2417 239" 247
Excentricidade 090 094" 091 093 091™ 092 0.90* 089> 093°
Indice de Contorno  4.82 5247 4.90™ 505" 488" 492 4.70™ 4.68% 5.00"
Area Nuclear 030 025 023" 026 0277 0210 027" 027" 025
Relacio V/A 026 0217 022" 022" 024 021" 025 025° 022
Coef. de Forma 0.56 047 054" 050" 0547 053" 058" 059" 051
CN = controle infectado; CP = controle com benzonidazoel; SB = substincia
‘P<am
“p<0.05

™ ndo significativo

Tabela 11. Valores médios dos parimetros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do figado dos animais infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.
Comparagdo entre o grupo controle infectado com aquele de animais
submetidos ao tratamento.

Subgrupos
. CN
Parametros

CP SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7
Volume Nuclear 0.13 0.18° 016" 0.19" 022" 0.16" 020° 057 0.8
Perimetro 198 218" 2.0 222" 235 2.10° 226" 358 2.15%
Excentricidade 0.59 0.61™ 058" 057 056 0.58" 0.57° 0.60™ 0.59™
fndice de Contorno  3.58 3.59™ 3.58™ 3.58™ 358 3.58% 358 324" 3.58%
Area Nuclear 0.31 038 035" 039" 044" 035 041" 035 037
Relacdo V/A 042 046 044”7 047" 049" 044" 048 044 045
Coef. de Forma 0.98 0.98° 0.98™ 0.98™ 0.98™ 0.98™ 0.98 0.98™ 0.98™
EZN = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SB = substincia
“p<0.01
p<0.05

™ ndo significativo
L
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Tabela 12. Valores médios dos pardmetros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do baco dos animais infectados pela cepa Y de Trypanosoma cruzi.
Comparagdo entre o grupo controle infectado com aquele de animais
submetidos ao tratamento.

Subgrupos
. CN CP SB1 SB2 SB3 SB4
Parametros

SBS SB6 SB7
Volume Nuclear 0.08 0.07* 0.09" 006" 0.07 0.08% 0.12° 0.09" 0.09%
Perimetro 1.69 1.61® 1.71® 1507 1.56* 1.69™ 1.88™ 1.73® L1717
Excentricidade 0.61 0.62* 0.60° 056 0.60° 0.60™ 059" 0.62* 0.61*
indice de Contorno  3.59 3.60™ 3.50™ 357° 359 350 3359™ 350 350
Area Nuclear 023 0217 023® 018 019" 023= 028" 023* 0257
Relacio V/A 035 034 036® 032" 0337 035 039" 036* 037
Coef. de Forma 0.97 0.97* 0.98™ 098 0.97° 098 0.98* 0.97* 097"
pi = controle imfectado; B = controle com benzonidazol, SB = substincia
'Pp<<06955

™ nfio significativo
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Em relag@o aos subgrupos infectados com a cepa Bolivia de T eruzi, observou-
se que as alteragbes patogénicas diferenciaram-se dos subgrupos infectados com a cepa Y.
Os parémetros nucleares das fibras cardiacas, ndo foram significativos quando comparados
com o subgrupo controle negativo. Apenas a substancia (4), demonstrou na Tabela (13),
atrofia dos pardmetros nucleares.

No figado, o volume e 4rea nucleares, e a relagio V/A dos hepatdcitos,
apresentaram atrofia estatisticamente significativa em relagio ao subgrupo controle
negativo (Tabela 14).

Anzlisando a Tabela 15, cujos dados referem-se as células esplénicas,
constatou-se uma baixa significincia entre os subgrupos comparados. Isso demonstrou
alteragBes das caracteristicas celulares determinadas principalmente pelo parasitismo e pelo

tropismo das cepas.
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Tabela 13. Valores medios dos parametros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do coracio dos animais infectados pela cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi.
Comparacdio entre o grupo controle infectado com aquele de animais
submetidos ao tratamento.

Subgrupos
. CN CP SBl1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7
Parametros

Volume Nuclear 0.05 0.05% 0.05® 0.05® 0.05™ 005 0.05° 0.06™ 005"
Perimetro 227 234" 211 2,10 220 1997 239 2407 229™
Excentricidade 0.51 092" 088 088 090™ 087 093" 091™ 0937
indice de Contorno  4.86 4.96 4.71° 466" 475 464" 507" 497 499"
Area Nuclear 022 023 0207 021™ 022 0207 0247 025" 0.21™
Relacido V/A 022 0.21™ 022° 023% 022 022 022" 023" 021™
Coef. de Forma 0.54 0527 059" 060" 0577 062" 0517 0.54™ 0.51*
?N = controle infectado; CP = controle com benzonidazol; SB = substéncia

“p<0.01

p<0.05

™ nio significativo

Tabela 14. Valores médios dos pardmetros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do figado dos animais infectados pela cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi.
Comparagdo entre o grupo controle infectado com aquele de animais
submetidos ao tratamento.

Subgrupos
. CN CP SB1 SB2 SB3 SB4 SB5S SB6 SB7
Parametros

Volume Nuclear 036 023" 016 0.19° 026 015 0.18 013" 018

Perimetro 350 2377 2110 225 2457 206 2217 200" 218
Excentricidade 0.57 0.56™ 059 0.58™ 0547 0.58® 0.557 0597 0557
Indice de Contorno  3.83  3.57 3.59™ 358%™ 357 3358 357" 3.58% 357
Area Nuclear 0.60 045 035" 040" 048 0347 038 0317 038
Relacdo V/A 0.60 050" 044 047" 0527 043" 046 0427 046
Coef. de Forma 0.97 0.98™ 098 0098 099 0.98™ 0.98> 0.98° 0.98™
EZN = confrole infectado; CP = controle com benzomdazol; SB = substincia

‘Pp<<0(‘)(.)015 ™ ndo significativo
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Tabela 15. Valores médios dos parimetros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do baco dos animais infectados pela cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi.
Comparagdo entre o grupo confrole infectado com aquele de animais
submetidos a0 tratamento.

Subgrupos
. CN CP SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7
Parametros

Volume Nuclear 006 0.06% 0.06™ 0.07° 0.07° 0.06" 0.06° 0.05° 0.05*

Perimetro 155 1.55% 1527 1.60° 158" 153" 1.54° 143" 146
Excentricidade 0.60 0.60% 0.61° 0.60™ 0.58" 0.58" 056 060 057
Indice de Contorno  3.59 3.59™ 3.59™ 3.59™ 358" 3.58% 358% 350%™ 3sgm
Area Nuclear 0.19 0.19™ 0.18™ 0.20™ 0.20® 0.18" 0.19° 0.16" 017"
Relacio V/A 033 033% 032" 0.34™ 0.33™ 0.32™ 032 030" 031"
Coef. de Forma 0.98 098" 0.98* 0.98™ 0.98™ 0.98™ 0.98™ 0.98™ 0.98™
SZN = controle infectado; CP= controle com benzonidazol; SB = substincia

'Pp<<oé(.)015

™ nio significativo

5.4.4.3.Comparacio entre os subgrupos sem infec¢lio e Tratamento

Paralelo

A comparagdio dos valores obtidos entre os subgrupos controle sem infecgo e
Tratamento Paralelo, submetidos ao tratamento diirio pelas substincias em estudo,
apresentaram alteragdes significativas nos tecidos estudados (Tabelas 16 a 18).

O subgrupo tratado com a substincia (1), demonstrou uma alteragiio
hipertréfica do volume nuclear das fibras cardiacas em nivel de significincia para p < 0,05.
Ja as substancias (2), (3) e (5), induziram atrofia deste mesmo parametro nuclear. As

demais substancias nio mostraram alteracdes significativas.

m R
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De acordo com os valores médios apresentados na Tabela 17, referente aos
nicleos das células hepaticas, praticamente todas as substincias demonstraram exercer
algum tipo de alteracio, sendo que as substancias (4) e (5), induziram hipertrofia celular.

Para as celulas esplénicas, apenas a substincia (4) demonsirou inducio de

hipertrofia, sendo que as demais nfio determinaram alteracdes significativas,

Tabela 16. Valores médios dos parimetros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do coracéio de animais submetidos & avaliacio toxicoldgica pelos derivados da

N-aminometilftalimida em relagdo ao grupo controle, sem tratamento.

Subgrupos
. CSI SB1 SB2 SB3 SB4 SBS SB6 SB7
Parimetros

Volume Nuclear 0.07 0.107 0.057 0.05" 0.06™ 0.04" 0.08" 0.06"
Perimetro 251 245% 2317 227 254 2147 2127 248
Excentricidade 092 080" 0.92™ 0.92™ 0947 092* 080 091™
indice de Contorno  4.97 455" 491" 485" 5200 493" 443" 517
Area Nuclear 0.26 031 023" 0227 025 019 025 024
Relacio V/A 023 0307 022® 0.22° 0217 0200 027 0217
Coef. de Forma 052 0.65 0.53™ 054" 048 053 067 050"
gSI = controle sem infeccdo; SB = substancia

P <(.01

p <0.05

" nio significativo




112

w T Oy

Tabela 17. Valores médios dos parametros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do figado de animais submetidos 2 avaliagfo toxicoldgica pelos derivados da
N-aminometilftalimida em relagio ao grupo controle, sem tratamento.

Subgrupos
. CSI SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB§ SB7
Parimetros

Volume Nuclear 033 026° 0207 021" 051" 034 021" 018

Perimetro 268 247 225" 233 390" 344" 232" 220
Excentricidade 053 057 057 055" 054 057" 0.54% .53
indice de Contorno  3.57 3.58™ 3.58% 357 196" 3.75° 357" 3.57™
Area Nuclear 0.57 048" 040" 043" 089" 065" 043 038"
Relagiio V/A 0.57 052" 047" 049" 057 052" 049" 046
Coef. de Forma 0.99 0.98" 0.98™ 0.98™ 0.98™ 0.98° 0.99™ 0(.99™
_CSIW controle sem infecelio; SB = substancia

_p<0.01

p<0.05

™ pio significativo

Tabela 18. Valores médios dos pardmetros nucleares resultantes do estudo morfométrico
do baco de animais submetidos a avaliaco toxicolégica pelos derivados da N-
aminometilftalimida em relagdo ao grupo controle, sem tratamento.

Subgrupos
Para I @ @ 6 @ 6 ©® o
arimetros

Volame Nuclear 0.06 0.08™ 0.05" 0.05™ 0.17° 0.06™ 0.05® 005"

Perimetro 153 1.547 147" 141 3707 152 142" 142"
Excentricidade 0.62 0.60® 0.60™ 058 059 055 057 059
Indice de Contorno  3.60 3.75™ 3.59™ 358" 408" 357" 358" 3.50%
Area Nuclear 0.18 0.29* 0.17° 0.16" 048 0.18° 0.16~ 0.16"
Relagdo V/A 032 032" 031™ 0307 035 032° 030" 030"
Coef. de Forma 0.97 0.97 098" 0.98™ 0.96™ 0.99" 0.98" (.98
FSI = controle sem infecgdio; SB = substincia

‘p<0.61

p<0.05

™ nio significativo

m
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Muitos autores que realizaram estudos quimicteripicos experimentais em
relacdo ao 7.cruzi, efetvando comparagdes entre cepas distintas, observaram existir niveis
de atividades diferentes de uma mesma substncia, ou seja, a ocorréncia natural de cepas do
parasito com distintas suscetibilidades ao agente quimioteréapico.

Nio se dispde ainda de explicagBes para essas diferencas, entretanto, deve-se
ressaltar que a interagdo de I.cruzi com o hospedeiro vertebrado ¢ complexa e dependente
de uma série de fatores, levando a diferentes manifestagdes patogénicas, diversos
mecanismos de resposta imunologica e as alteragBes do metabolismo de Teruzi e do
hospedeiro, de acordo com a populagio em estudo.

A reposta imune do hospedeiro ¢ influenciada por caracteristicas do parasito.
Sendo assim, cepas distintas possuem constituicio antigénica diferente, provocando
distintos tipos de resposta imune do hospedeiro (ANDRADE et al., 1985a).

Nas infecgdes experimentais em camundongos, as cepas classificadas como
T.cruzi II (Zimodema 2) sdo mais virulentas quando comparadas com as cepas do T.cruzi I,
equivalente ao Zimodema 1. (YOSHIDA, 1983; RUIZ et al., 1998).

Os resultados apresentados neste trabatho, confirmam estas diferengas relatadas
na literatura, entre as diferentes cepas de Trypanosoma cruzi, tanto nos ensaios “in vivo™

como na analise histologica e morfométrica.
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6. CAPITULO I
Indu¢iio dos Derivados da N-aminometilftalimida na producio

de Oxido Nitrico (NO)

6.1 Resumo

O éxido nitrico parece desempenhar um importante papel no desenvolvimento
da infecgdo por Trypanosoma cruzi, onde os macrofagos sio importantes tanto mediando a
resposta imune contra o parasito, bem como mediando a imunossupressdo. Quando os
macréfagos sdo estimulados pelo IFN-y, TNF-o. ¢ LPS (Lipopolysacaride), estes aumentam
a capacidade de destrui¢do dos parasitas intracelulares através da produgio do NO (Oxido
Nitrico). Sabendo da importéncia do NO sobre o controle da infecgdo ou até mesmo na
destruico dos parasitas, foi realizada a analise da atividade dos derivados da N-
aminometilftalimida sobre os macréfagos peritoneais, obtidos de AMus musculus, com o
objetivo de verificar a inibigio ou indu¢dio da produgdo de NO por estas substdncias. Os
dados obtidos, revelaram aumento na indugio da producio de NO por parte dos macrofagos

tratados com estas substéncias, quando comparados ao controle com IFN-y e LPS.
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6.2.Introdugio

A tripanosomiase americana é uma zoonose causada pelo protozodrio
hemoflagelado, Trypanosoma cruzi. Segundo a Organizacio Mundial de Sadde, existem 16
a 18 milhdes de pessoas infectadas nas Américas (RASSI et al., 1999), e muitas pessoas
correm © risco de serem infectadas. Esta infecclio parece ter relagio direta com as
condi¢Bes sdcio-econdmicas baixas, permitindo o contato destes individuos com o vetor
deste parasita (ORITHEL & ASH, 1995).

A forma tripomastigota, pode potencialmente penetrar em qualquer tipo celular,
incluindo macréfagos ¢ desenvolver-se em seu interior, com exce¢do dos neutrofilos e
eosinéfilos (SOUZA, 2000).

Os macrofagos ¢ as células T desempenham uma importante fungfo no controle
da infec¢io chagdsica (NATHAN et al, 1979). As células T ativadas, sinalizam
positivamente a capacidade dos macréfagos em destruir os parasitas intracelulares, de
acordo com a cepa do parasita (ALCINA & FRESNO, 1987). O mais importante sinal para
a ativacio dos macréfagos € o IFN-y, que tem sido considerado como um importante fator
para a destruicdo de T. cruzi (PLATA et al., 1984; MURRAY et al., 1985). QOutros
citocinas, como o TNF-u ¢ fatores inespecificos, como o LPS, podem estar envolvidos no
processo de ativag@io dos macréfagos (ALCINA & FRESNO, 1987).

Quando os macrofagos sdo ativados, estes liberam NO através da conversdo da
L-arginina em L-citrulina. Durante este processo, o oxigénio e 0 NADPH sdo cofatores

necessanos (GARCIA et al., 1999),
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O Oxido Nitrico estd envolvido em uma variedade de fungSes bioldgicas em
diferentes sistemas, como a vasodilatagio sangiliinea , agregacdo de plaquetas e
neurotransmissio (MONCADA et al,, 1991), E considerado também como uma importante
molécula efetora antimicrobicida em macrofagos contra patégenos intracelulares,
incluindo: Leishmania major (LIEW et al., 1991; EVANS et al,, 1996), Toxoplasma gondii
(ADAMS et al., 1990) e Trypanosoma cruzi (GAZZINELLI et al, 1992; VESPA et al.,
1994; JAMES, 1995).

Apesar da participacio positiva das citocinas no processo de controle da
infeccdo por 7. cruzi, estas nfio conferem uma resisténcia completa, podendo alguns
microorganismos persistirem ou induzirem uma infecgdo subpatente, possivelmente
resultando em uma doenga crénica. O aumento dos niveis da produgio de NO pelos
macréfagos pode induzir a elevagio da destruigdo e até mesmo a eliminagdo total destes
parasitas intracelulares (GOLDEN & TARLETON, 1991; NORRIS et al. 1995). PETRAY
et al. (1994), relataram que o aumento dos niveis da produgdo do NO, esta relacionado com
a redugdo da parasitemia em camundongos experimentalmente infectados. Portanto, o
tratamento dos camundongos infectados com 7.cruzi, com inibidores da sintese de NO,
agrava a infec¢do. E a quantidade de NO liberado pelos macréfagos de camundongos
suscetiveis € mais elevado do que em camundongos resistentes (VESPA et al., 1994).

Além das vantagens proporcionadas pelo NO em relacdio aos parasitas, foi
comprovado que altos niveis podem desempenhar uma agio patogénica ao individuo
infectado, incluindo a depressdo da funcio do miocardio e causar a morte celular (KELLY

et al., 1996; CHANDRASEKAR et al., 2000).
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CHANDRASEKAR et al. (1998), relataram que elevados niveis de NO podem
induzir um aumento do processo inflamatoério nos tecidos. Sendo assim, a produgio do NO
pode estar relacionada com a patologia da doenga de Chagas, caracterizada por miocardites
¢ danos inflamatorios no musculo cardiaco.

Os macrofagos desempenham importante fung3o contra a infecgdo por T.cruzi,
via peroxidase, Oxido Nitrico ¢ produgio de peroxinitrito. Este tltimo demonstrou-se
altamente citotdxico contra as formas epimastigotas deste parasita (THOMSON et al,,
1999).

A cloroquina € uma das melhores drogas antimalaricas (SLATER, 1993),
podendo afetar varias fun¢Ses dos macrogafos, como a inibi¢do da fagocitose (ANTONI et
al, 1986), e a transcrighio do TNF-a (ZHU et al, 1993). HRABAK et al. (1998)
trabalhando com cultura de macrofagos peritoniais de ratos infectados por 7. cruzi,
observaram que a cloroquina bloqueou a formagio do NO.

O IFN-y sozinho ou juntamente com o TNF-a, € o mais potente ativador de
macrofagos na atividade microbicida para varios parasitas, incluindo T.cruzi
(ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1995). Portanto o tratamento com IFN-y aumenta a
sobrevivéncia de camundongos infectados na fase aguda, através da elevagdo da sintese de
NO pelos macrofagos ativados (NORRIS et al., 1995).

Portanto, a multipiicagfio intracelular de T.cruzi “in vivo” e “in vitro” pode ser
controlada pela sintese do NO. Em camundongos, as citocinas que induzem a producio de
NO, atingem o seu nivel maximo no plasma entre o 8° - 12° dias ap6s a infecgdo

(MARTINS et al., 1998). Além disso, foi verificado que macrofagos de camundongos
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infectados com duas cepas de 7T.cruzi, diferem nas suas respostas, em relagdo as citocinas e
na producio do NO (PAKIANATHAN, 1994).

Sabe-se que 0 IFN-y, o TNF-« ¢ o LPS, desempenham importante papel sobre a
sintese do Oxido Nitrico pelos macrofagos, e consequentemente, controlando a infeccdo
chagasica. SHIBATA et al. (1996) e MIYACHI et al. (1997) relataram que os derivados da
ftalimida exercem um importante papel sobre o controle da produgdo de TNF-a., podendo
desta maneira influenciar a produ¢iio do NO. Baseados nos resultados anteriores, o presente
trabatho verificou a capacidade de produgdio ou inibicio do NO pelos derivados da N-

aminometilftalimida.

6.3 Material ¢ Métodos

6.3.1.Substancias analisadas

Os derivados da N-aminometilftalimida foram sintetizados através da reagio da
N-aminoftalimida com amidas aromaticas, com base na técnica descrita por WISTEWAD
& HEINE (1955) E NASI (1989).

Em capela, foram adicionados em um erlenmeyer, piridina ¢ a N-
aminoftalimida. Ao sistema, em constante agitacfio, foi adicionado lentamente a amida
aromatica. Apos o término da adi¢fio, o sistema foi fechado com rolha de borracha, e a
agitacio foi mantida até ndo se observar mais a presenca de solido no sistema. Em seguida,

foi adicionada dgua destilada em excesso, com a finalidade de interromper a reacéio e
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promover a precipitagio da amida. A amida obtida foi filtrada em biichner, lavada com
excesso de agua destilada e secada 4 temperatura ambiente.

A avaliagio quantitativa do desenvolvimento da reagdo entre a N-
aminoftalimida e as amidas aromaticas foi realizada através dos intervalos de fusfo e

espectro de infravermetho.
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Figura 1. Aspecto estrutural dos derivados da Ftalimida avaliados: (1).N-(fenil)amino
metilftalimida; (2).N-(4-metilfenil)aminometilftalimida; (3).N-(4-metoxifenil)
aminometilftalimida; (4).N-(4-nitrofenil)aminometilftalimida; (5).N-(4-benzeno
sulfonilguanidil)aminometilftalimida; (6).N-[4-benzenosulfonil-(2-tiazolil)
amino Jaminometilftalimida, (7).N-[4-benzenosulfonil-(2-pirimidil)amino]
aminometilftalimida.
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6.3.2.Técnica do Oxido Nitrico

Camundongos albinos, da linhagem Swiss, receberam 1 mL de tioglicolato 3%
via intraperitoneal, 96 horas antes de serem sacrificados e terem a cavidade peritoneal
lavada com 5mL de RPMI estéril. O lavado foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm e
seu sobrenadante desprezado. O “pellet” foi ressuspenso em 1mL de RPMI contendo 10%
de soro bovino fetal e antibiético (Penicilina e Estreptomicina). Desta suspensio foi
retirada aliquota de 10pL e diluida em solugdo de Azul de Tripan, para contagem das
células vidveis. Foram distribuidas aproximadamente 2X10° células por pogo em placa de
96 “wells” e levadas 4 estufa contendo 5% de CO,, durante 30 minutos, a 37°C. Apos esse
periodo, o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se ao meio rico contendo RPMI , S0rO
bovino fetal, IFN-y e LPS (30ng/mL), que foram utilizados como controle negativo. Para
compara¢do dos dados obtidos do grupo controle negativo, foram divididos mais dois
grupos: Grupo controle positivo (RPMI, soro bovino fetal, IFN-y, LPS e a substincia em
andlise); e outro, Grupo tratado (RPMI, soro bovino fetal e a substincia em analise). As
substéncias utilizadas foram diluidas em Tween 20, 1uL para cada 10ug e adicionadas ao
meio contendo RPMI e soro bovino fetal na quantidade de 10pL/pogo (PETRAY et al,
1994; HRABAK et al., 1998). Apés 24 horas, a placa foi centrifugada a 1500 rpm durante 4
minutos e 100uL do sobrenadante foi recolhido e transferido para outra placa de 96 pogos.
Adicionou-se entéio volume igual de reagente de Griess (GREEN et al 1982), permitindo a

leitura da absorbéncia, utilizando-se filtro de 540nm.




6.4 Resultados e discussio

A Figura (1) demonstra os resultados obtidos em relag@o 4 absorbancia para a

producdo de nitrito.
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Figura 1. Anilise da producio celular de Oxido Nitrico, por absorbincia,
apos 24 horas da adigdio dos derivados da N-aminometilftalimida

em cultura de macrdfagos perttoniais, obtidos de Mus musculus.

Pela avaliagBo grafica visual, podemos observar um comportamento
significative de todos os grupos de tratamento em relacdo ao grupo controle.
As amostras tratadas com INF-y associado ao LPS (controle positivo)

demonstraram, aumento significativo da expressio de NO. Diferentemente, todas as




amostras tratadas com os derivados da N-aminometilfialimida induziram a produgio de
altos nivels de nitrito, superior ao determinado pelo grupo controle.

Tal fato & também retraiadc quando submetemos os resultados obtidos 2
avaliagdo estatistica pelo método de ANOVA. Para todos os grupos do iratamento,
verificamos uma significancia de p < 0,001, em relagio ao grupo controle.

Os resultados aqui obtidos corroborem os observados por MIYACHI et al
(1997) e SHIBATA et al. (1996), onde verificaram que os derivados da falimida e
fenilftalimida exercem importante papel sobre o controle da producio de TNF {Tumor
Necrosis Factor).

De acordo com GATELY & MULQUEE (1996} e SIQUEIRA-BATISTA et al.
(1996), 6 Tcruzi ao realizar seu ciclo no hospedeiro vertebrado, invade macréd fagos e outras
células, desencadeando uma série de interagSes moleculares que mobilizam a resposta
imune inata do hospedeiro. Uma cascata de eventos é provocada ¢ os macrofagos ativados,
promovem liberagfio de 1L-12, que por sua vez ativa as células NK {(“natural killer™ a
produzirem a citocina IFN-y. Assim, as citocinas produzidas ativam a expressio da enzima
Oxido Nitrico sintase, induzida em macrofagos, promovende consequentemente, um
aumento na produgdo de NO, altamente tdxico para o 7.cruzi, sendo visto como um
microbicida intracelular (SALVEMI & MOLLACE, 1994).

Levando-se em consideragdo que a producio de Oxido Nitrico (NO), possui
significativa importancia na imunidade do hospedeiro no decurso da infecgdio chagasica

(ABRAHAMSOHM & COFFMAN, 1996, TRUYENS et al., 1995), as substancias
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avaliadas no presente trabalho demonstraram possuir uma atividade bem semelhante aquela
observada no emprego do TNF-oL.

Segundo OLIVEIRA et al. {(1997), as diferentes cepas do parasita induzem a
produgdo de altos niveis de NO, sendo menos resistentes & infecgdo chagasica. Isto sugere
que o aumento da capacidade da produgdio do NO pode ser um dos fatores envolvidos na
resisténcia a infecgfo parasitaria.

A capacidade de induzir a producio de Oxido Nitrico pelos derivados de
ftalimida possibilita-nos aventar a hipotese de que estas substincias poderiam atuar
positivamente no controle da resposta imune por parte do hospedeiro.

No entanto, ndo podemos afirmar, ser esse o principal mecanismo de ag#o sobre
0 parasito, 0 que necessitaria de outras avaliagdes mais precisas e direcionadas as diferentes
rotas bioquimicas do metabolismo de 7.cruzi. Mas certamente € uma indicagdio de que
possiveis alteragdes estruturais deste grupamento possa gerar, futuramente, uma nova classe
de interesse na pesquisa de novos farmacos antiparasitarios.

Por outro lado, as alteragOes teciduais observadas nos subgrupos Tratamento
Paralelo, citados no Capitulo 2, podem estar relacionadas aos altos niveis de producio de
NO, induzidos pelos derivados da ftalimida, o que poderia estar ocasionando efeitos toxicos

celulares.
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CONCLUSOES GERAIS

A sintese dos derivados da N-aminometilftalimida, ocorreu adequadamente,
considerando os intervalos de fusdo e os espectros de infravermetho, conforme ja foi

relatado na literatura;

A Atividade Biologica “in vitro” dos derivados da N-aminometilfialimida sobre as
formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi demonstrou que a substancia (3)
apresentou melhor atividade sobre a cepa Y, na concentragio de 1.000pg/mL., ¢ a
substancia (4) causou a lise de 100% dos parasitas da cepa Bolivia na concentragio de
500ug/mL. Portanto, podemos considerar que estes derivados possuem consideravel
potencial tripanocida em termos de utilizagio na terapéutica, pois as substincias

apresentaram baixo ICs para as duas cepas do parasito.

Em relagio as formas epimastigotas, verificou-se através dos dados obtidos nos ensaios
“in vitro”, que as substéncias (1), (3), (4) e (5) para a cepa Y e (1), (3), 4, (5), 6)e (D
para a cepa Bolivia, demonstraram inibigdo no desenvolvimento do parasito a partir da
concentragdo de 250ug/ml., quando comparadas com os subgrupos controles. Deste
modo, a maioria das substincias apresentaram atividade sobre as formas epimastigotas,
indicando que neste trabalho, estas foram mais suscetiveis & acdo dos derivados da N-

aminometilftalimida do que as formas tripomastigotas.

No ensaio “in vive”, a substincia (7) demonstrou melhor atividade, reduzindo a

parasitemia dos animais infectados com a cepa Y, e as substancias (1), (2) e (3)
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promoveram os mesmos efeitos para a cepa Bolivia. Apesar destes resultados,
nenhuma das substincias testadas determinaram a cura parasitologica dos animais

tratados.

Para ambas as cepas e para todos os grupos experimentais, a presenc¢a de ninhos de

amastigotas, foi positiva mesmo para 0s animais que apresentaram baixa parasitemia.

Histologicamente, a analise toxicolégica dos derivados da N-aminometilftalimida,
através da histopatologia, demonstrou que morfometricamente, estas substincias

promoveram hipertrofia e atrofia dos niicleos celulares.

Baseando-se na analise morfometrica, os subgrupos estudados demonstraram alteragdes

significativas, quando comparados aos subgrupos controles.

De acordo com todos os resultados observados, as cepas apresentaram diferengas na
resposta ao tratamento com os derivados da N-aminometilftalimida, em busca de novas
substincias que possam combater o Trypanosoma cruzi, confirmando o que ja foi

relatado por varios autores.

Os derivados da N-aminometilfialimida induziram altos niveis de producio de NO,

guando comparados com o grupo controle.
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