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RESUMO

A doenca de Chagas (DCh) é uma doenca parasitaria endémica na América Latina e
encontrada em todo o mundo. Seu tratamento é feito com o benznidazol (BZ) e o nifurtimox
(NF), substéncias incapazes de curar a maioria dos pacientes na fase cronica tardia da DCh, e
que causam varios efeitos colaterais. Devido a estas limitac6es, a busca por novos farmacos
para a DCh é estimulada e tem sido embasada em estudos sobre produtos naturais e
estratégias como a associacgdo de farmacos. A silibinina (SLB) é um composto natural capaz
de inibir a proteina de efluxo (P-gp) nas membranas celulares, induzir a morte de
microrganismos, além de possuir atividade anti-inflamatdria. Ainda ndo ha na literatura relato
de sua atividade em T. cruzi. Neste trabalho foi avaliada a atividade in vitro de SLB e de SLB
associada a BZ (SLB+BZ) frente a um isolado da cepa Y de T. cruzi, parcialmente resistente
ao tratamento com BZ. Foi realizado ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT em
células VERO (24h), que revelou ICsy de 250,22 uM para a SLB. A atividade tripanocida
avaliada por método com resazurina em epimastigotas (24h) mostrou que a SLB 25 uM inibiu
o0 crescimento dos parasitos. O ensaio em amastigotas revelou indice de seletividade de 3,13
UM, além de mostrar a maior porcentagem de inibicdo (>90%) quando a SLB foi usada na
associacdo de SLB100+BZ10uM, em comparacdo com SLB (100; 25; 6,25 uM) ou BZ (10;
5; 2,5 uM) isolados.

Palavras-chave: Silibinina; Atividade tripanocida; Combinacéo de farmacos; Benznidazol.



ABSTRACT

The Chagas disease (DCh) is an endemic parasitic disease in Latin America and it is found
worldwide. Its treatment is with benznidazole (BZ) and nifurtimox (NF), that are substances
unable to cure most patients in the late chronic phase of DCh, which causes a lot of side
effects. Due to these limitations, the search for new drugs for DCh is stimulated and has been
based on natural products studies and strategies such as drug combination. Silibinin (SLB) is
a natural compound capable of inhibiting the efflux protein (P-gp) in cell membranes,
inducing the death of microorganisms and even has an anti-inflammatory quality. There are
no reports in the literature of its activity in T. cruzi. In this reasearch, the in vitro activity of
SLB, and SLB associated with BZ (SLB + BZ) against a T. cruzi Y strain isolate, partially
resistant to the BZ treatment, was evaluated. A cytotoxicity study was performed by the MTT
method in VERO cells (24h), which revealed an 1Csy of 250.22 uM for SLB. The trypanocidal
activity evaluated by the resazurin method in epimastigotes (24h) showed that 25 uM SLB
inhibited parasite growth. The amastigote study showed selectivity index of 3.13 pM, in
addition to showing the highest inhibition percentage (> 90%) when SLB was used in
combination with SLB100 + BZ10uM, compared to SLB (100; 25; 6; 25 uM) or BZ (10; 5;
2.5 UM) isolated.

Keywords: Silibinin; Trypanocidal activity; Drug combination; Benznidazole.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DCh), também conhecida como tripanossomiase americana, €
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi e é a causa da morte de cerca de 10
mil pessoas todos os anos, além de mais de 25 milhdes de pessoas correrem 0 risco de
adquiri-la. Estima-se que oito milhGes de pessoas estejam infectadas no mundo,
principalmente na América Latina, onde a doenca é endémica (WHO, 2018). Atualmente, a
DCh também representa um novo desafio mundial devido a sua expansdo para paises ndo
endémicos, resultado da migracéo de individuos infectados (COURA & BORGES-PEREIRA,
2010). Sem o tratamento, o paciente evolui do quadro de fase aguda para a fase cronica da
doenga. A infeccdo cronica pode persistir despercebida por mais de 30 anos antes de causar
complicacdes e alteracdes anatomofisioldgicas (CLAYTON, 2010).

Os principais meios de transmissdo da DCh sdo oral, vetorial, transfusional e
congénita (COURA & CASTRO, 2002; PEREIRA et al,2010). A transmissdo vetorial ocorre
principalmente na Ameérica Latina por insetos triatomineos hemat6fagos conhecidos
popularmente como barbeiros (COURA & CASTRO, 2002; WHO, 2018), embora existam
esforcos agregados de diferentes iniciativas governamentais (iniciativas de paises do Cone
Sul) e ndo governamentais (ex. DNDi e Médicos Sem Fronteiras-MSF) para eliminacdo dos
vetores, e que resultam no declinio acentuado de novos casos agudos.

A DCh ainda apresenta muitos desafios, como a falta de terapias profilaticas e de
esquemas efetivos de tratamento, especialmente para pacientes crénicos tardios (COURA &
CASTRO, 2002). Além disso, mesmo decorridos mais de 100 anos da descoberta, ainda
permanece epidemiologicamente relevante e com tratamento dependente de dois Unicos
medicamentos, benznidazol (BZ) e nifurtimox (NF), os quais ndo mostram resultados
satisfatorios no tratamento de pacientes em fase crénica tardia da DCh.

BZ e NF sdo os dois compostos nitroheterociclicos utilizados atualmente no
tratamento humano, eficazes na fase aguda, infeccdo cronica recente, infeccdo congénita e
acidentes de laboratério (COURA & CASTRO, 2002; DIAS, 2015). Entretanto, nenhum dos
farmacos se mostra efetivo em todos os acometidos pela fase cronica tardia da infeccdo
(GUEDES et al, 2006). Além disso, ambos sdo compostos toxicos, que causam efeitos
indesejaveis como alteragdes psiquicas, excitabilidade ou sonoléncia, nduseas, dentre outros,
0 que diminui a adesdo ao protocolo terapéutico (COURA & CASTRO, 2002). E necessaria

entdo, a busca por novas formas de tratamento com farmacos que tenham a capacidade de
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induzir a cura parasitoldgica em individuos tratados durante as diferentes fases da doenca,
com baixa toxicidade, que seja administrado por via oral em poucas doses, € com menor
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia pelo parasito (COURA & CASTRO, 2002).
Um dos possiveis horizontes a ser explorado é a busca por farmacos derivados de produtos
naturais.

Segundo Barreiro e Fraga (1999), aproximadamente 40% dos medicamentos
atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes
naturais. Este fato confirma a importancia das pesquisas com substancias naturais para a
descoberta de novas farmacos efetivos no tratamento da DCh. A busca de ativos provenientes
de produtos naturais para doengas parasitarias vem se tornando cada vez mais crescente,
especialmente no Brasil, pais com uma enorme biodiversidade.

Neste contexto, ha o Silybum marianum, conhecido popularmente como cardo de leite,
que tem sido usado h& mais de 2000 anos na medicina europeia para tratar doencas hepéticas
(ABC CLINICAL GUIDE, 2003). Das sementes do cardo de leite € obtido um extrato padréo
constituido por quatro flavonolignanos: silibinina, isosilibinina, silidianina e silicristina
(BUAK, 2017).

A silibinina (SLB), principal componente do extrato das sementes, apresenta
propriedades antifangicas (SALEHI et al, 2011; YUN, LEE, 2016), antiedema cerebral,
antidepressivas, anti-inflamatérias e anticancerigenas (GREENLEE, 2007) e atividade
antimicrobiana (DE OLIVEIRA et al, 2015). Além disso, a SLB ¢ inibidora da atividade da
glicoproteina P, proteina transportadora presente nas membranas celulares que é responséavel
pelo efluxo de benznidazol (JABINI et al, 2015). Essa propriedade pode proporcionar um
aumento da eficacia de BZ no combate ao T. cruzi com uma provavel reducdo da dose.

Sendo assim, este trabalho busca explorar o potencial farmacoterapico da combinacéo

de um produto natural, a SLB, ao BZ em ensaio in vitro em diferentes doses.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A doenca de Chagas e 0 Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas (DCh) foi descoberta em 1909 pelo médico e pesquisador Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas. Atualmente, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(2018) ha cerca de 8 milhdes de pessoas no mundo infectadas com o parasita Trypanosoma
cruzi. Na América Latina a DCh é endémica em 21 paises, e é considerada uma das infeccbes
parasitarias mais importantes, sendo capaz de trazer graves consequéncias para a saude
pablica e economia nacionais. Nas regides endémicas a DCh afetava principalmente
populacgdes rurais e pobres (ZINGALES, 2012), porém devido ao éxodo rural, atualmente é

também presente em areas urbanas (PCDT, 2018).

Além da América Latina, devido as migracdes de portadores da DCh oriundas de
paises endémicos, houve a internacionalizacdo da doenca, sendo considerada um novo
problema epidemioldgico, econémico, social e politico em paises europeus, asiaticos e outros
(SCHMUNIS, 2007).

No Brasil, dentre as doencas tropicais negligenciadas (DTN), a DCh foi a que causou
0 maior nimero de mortes, seguida de esquistossomose e leishmaniose (MARTINS-MELO,
2016). Esta situagdo epidemioldgica foi consideravelmente transformada com acles de
controle do inseto triatomineo, além de controle da transmissdo do T.cruzi por via
transfusional (MARTINS-MELO, 2014; SILVEIRA, 2011).

Atualmente, segundo o Ministério da Saude Brasileiro (2019), estima-se que existam
cerca de um milhdo de brasileiros infectados pelo T. cruzi, sendo que de 2008 a 2017 foram
registrados casos confirmados de DCh aguda na maioria dos estados do pais, sendo em torno

de 95% oriundos da regido Norte.

O parasito causador da DCh pertence a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida (HOARE e WALLACE, 1966) e possui ciclo heteroxénico (COURA &
CASTRO, 2002). E um parasito hemoflagelado, caracterizado pela presenca do cinetoplasto,
uma mitocondria Unica cujo DNA (denominado kDNA) se encontra regularmente condensado
proximo a bolsa flagelar (DE LANA, TAFURI, BARTHOLOMEU, 2016). Além da forma
flagelada ha& a forma conhecida como amastigota que € caracterizada por possuir um flagelo

nédo exposto e formato oval.
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Em seu ciclo natural, ap6s o repasto sanguineo do inseto vetor em um individuo
infectado, o parasito alcanca a regido intestinal, ainda na forma tripomastigota sanguinea e
passa por uma mudanca morfogénica transformando-se na forma epimastigota. Ao migrar
para 0 intestino posterior, regido pobre em nutrientes, devido a pressdao ambiental,
desengatilha-se outra mudanca morfogénica, a metaciclogénese, em que as formas
epimatisgotas passam a formas tripomastigotas metaciclicos. Isto se d& em especial na porgao
final do intestino do inseto conhecido como ampola retal. Os parasitos na forma
tripomastigotas metaciclicos possuem o potencial para infectar humanos e outros mamiferos.
Assim, quando o inseto vetor realizar a hematofagia e depositar fezes contendo parasitas
tripomastigotas metaciclicos sob o individuo, estas formas infectantes podem entrar na
corrente sanguinea pelo local da picada e causar a infeccdo (GONCALVES et al, 2018;
LEWIS et al, 2018).

Uma vez no interior do organismo do hospedeiro, os tripomastigotas invadem as
células e se transformam na forma evolutiva amastigota com capacidade de multiplicacdo por
divisdo binaria. Apds varios ciclos de replicacdo, as amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas e, com a lise celular causada pela superpopulagédo de parasitos no interior da
célula, sdo liberados na corrente sanguinea, onde sdo capazes de levar a novas infeccOes
(GONGALVES et al, 2018; LEWIS et al, 2018).

De acordo com Zingales (2017), o estabelecimento e evolucdo natural da DCh
depende de uma série de fatores, dentre eles aspectos imunes do proprio hospedeiro e
caracteristicas genéticas do parasito. Por isso, deve-se buscar entender as complexas
interacBes parasito-hospedeiro humano, especialmente pelo T. cruzi apresentar uma ampla
diversidade genética (ZINGALES, 2017).

2.2. Sintomatologia e diagndstico

A DCh apresenta-se em duas fases distintas: aguda, que dura cerca de dois meses apds
a infeccdo, e a fase cronica (WHO, 2018). Na maioria dos casos, a fase aguda € assintomatica
ou possui sintomatologia ndo especifica podendo apresentar mal-estar geral, febre, sudorese,
dores musculares e em alguns casos aumento do figado, baco e nodos linfaticos (DIAS et al,
1956). Em caso particular da transmisséo vetorial, no local de entrada do T. cruzi, forma-se o
chagoma de inoculacdo na pele ou o Sinal de Romafia, quando o parasito se introduz pelas
mucosas oculares (ROMANA, 1935) sendo sinais especificos denominados de “porta de

entrada”. E importante ressaltar também que nesta fase de infeccdo o parasito é disseminado
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pela corrente sanguinea do paciente e pode ser visto com relativa facilidade pelo exame de
sangue a fresco (ESF), bem como esfregacos e exame de gota espessa (GOMES, LORENA e
LUQUETTI, 2009; PRATA, 2001). O ESF pode ser visualizado diretamente ao microscopio
em uma gota de sangue entre lamina e laminula, e a coleta deve ser realizada simultaneamente

para métodos de concentracdo do sangue (DIAS, 2015).

A fase crbnica é o periodo posterior a fase aguda, onde o paciente passa por um
periodo de transicdo (fase subaguda) no qual as manifestacfes clinicas da fase aguda véo
desaparecendo gradativamente. Esta fase pode apresentar-se de forma indeterminada, sem
sinais e sintomas da doenca, ou com manifestacdes clinicas nas formas cardiaca (cardiopatia),
digestiva (principalmente megaes6fago e/ou megacdlon) ou mista (associacdo de

manifestagdes cardiacas e gastrointestinais) (RASSI, 2010).

Segundo Prata (2001), estudos realizados em &reas endémicas demonstram que 0s
pacientes que apresentam a forma indeterminada da doenga ndo demonstram sentir sintomas
e ndo tém reducdo da resposta imune celular. Além disso, o eletrocardiograma e 0 exame

radiol6gico do coracgdo, esdfago e cdlon se mostram normais.

A forma cardiaca é o aspecto principal da DCh devido as suas caracteristicas,
frequéncia e consequéncias. Com a progressdo da patologia o coracdo acometido pode
apresentar diversas complicacGes graves como congestdo, arritmias e desenvolvimento de um
quadro progressivo de insuficiéncia cardiaca. Além disso, podem ser observadas leves
alteracdes no eletrocardiograma (ECG), alta frequéncia de arritmias, bradicardia, edema e até
morte subita (PRATA, 2001).

Pacientes chagasicos acometidos pela forma intestinal podem desenvolver alteracfes
de motilidade, secrecdo e absor¢do no trato digestivo e os principais 6rgdos acometidos sao
esdfago e colon. As alteracbes na motilidade aparecem primeiramente com transito lento e
dificuldade de esvaziamento, seguidas por aumento do diametro do 6rgdo e maior dificuldade
no esvaziamento, caracterizando a presenca de megaesdfago ou megacélon. Além disso, é
comum ocorrer algum grau de destruicdo do sistema nervoso autbnomo, o que pode presumir-
se que isto preceda as alteracdes na motilidade. A forma mista compreende a associacéo de

manifestacBes cardiacas e gastrointestinais (PRATA, 2001).

Seguindo a resolucdo da infeccdo aguda, a fase crdnica da doenca se caracteriza por

nivel de parasitas circulantes muito abaixo do limiar de detecgdo microscépica e também pelo
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aparecimento de anticorpos 1gG dirigidos contra os antigenos do T. cruzi (GOMES, LORENA
e LUQUETTI, 2009). Sendo assim, o diagndstico na fase cronica é essencialmente
soroldgico, e deve ser realizado utilizando-se testes como o ELISA (Enzyme Linked
Immunono Sorbent Assay), imunofluorescéncia indireta ou hemaglutinacéo indireta. Ha ainda
a avaliagdo por meio de hemocultura (HC), um método parasitoldgico direto (FILARDI &
BRENER, 1987), ou mesmo a realizacdo de PCR o qual tem indicacdo quando os testes
soroldgicos apresentarem resultado indeterminado ou para o controle de cura ap6s o

tratamento antiparasitario (DIAS, 2015).

2.3. Quimioterapia

Desde a descoberta da doenca por Carlos Chagas em 1909, iniciaram-se 0s testes
experimentais com algumas substéancias para o tratamento (DIAS, et al, 2009). Foram testados
atoxil (composto de arsénio), fucsina (rosanilina, um dos componentes da fucsina bésica),
tartato emético (antimonial pentavalente) e cloreto de mercurio, todos sem sucesso terapéutico
(COURA & CASTRO, 2002). A partir de 1936 até por volta dos anos 60 foram descritos
resultados de mais de 20 quimioterapicos e 30 antibi6ticos, porém todos sem atividade contra
o T. cruzi. (DIAS, et al, 2009; COURA & CASTRO, 2002).

A partir de 1961, diversos estudos que demonstram a eficacia de alguns compostos,
como por exemplo, a nitrofurazona, comegaram a ser publicados. Desde o fim dos anos 60 e
inicio dos anos 70, dois farmacos tém sido utilizados para o tratamento da DCh: nifurtimox
(NF) e benznidazol (BZ) (COURA & CASTRO, 2002) os quais foram introduzidos na
terapéutica de forma empirica (URBINA, 2002).

Muitos estudos demonstram que os resultados obtidos com NF e BZ podem variar de
acordo com a fase da doenca, o periodo e dose do tratamento, a idade do paciente e a cepa do
parasito (COURA & CASTRO, 2002). Os dois farmacos demonstraram excelentes resultados
com altas taxas de cura parasitologica durante a fase aguda da doenca, porém sua eficacia
diminui com a evolugdo da infeccdo (COURA & BORGES-PEREIRA, 2011). A doenca é
curavel caso o tratamento seja iniciado logo apos a infeccdo (OLIVEIRA, FORY e
OLIVEIRA, 2017). Ambas as substancias sdo consideradas pré-farmacos que requerem
ativacdo por enzimas nitroredutases. NF é o 3-metil-4-(5-nitro furfurilidenoamino)-tetra-
hidro-4H-I, 4-tiazina-1,1 didxido (Figura 1) e possui um mecanismo de acdo que envolve a
producéo de radicais nitro-aniénicos, que na presencga de oxigénio deixam o parasito incapaz

de desintoxicar os radicais livres (DO CAMPO & MORENO 1986). Desde os anos 80, NF
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parou de ser comercializado, primeiramente no Brasil, depois na Argentina, Chile e Uruguai
(COURA E CASTRO, 2002).

Figura 1: Estrutura molecular do farmaco nifurtimox
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BZ (N-benzil-2-nitro-1-imidazol-acetamida) (Figura 2) possui ac¢do direta contra as
formas circulantes (tripomastigota) e intracelulares (amastigota) do T. cruzi (MARIN-NETO
et al, 2008). Seu mecanismo de acdo ndo esta totalmente elucidado. Porém, alguns autores
sugerem que esta relacionado a nitrorreducdo de componentes do parasito e a ligacdo de
metabdlitos ao DNA nuclear e ao k-DNA de T. cruzi e os lipidios e proteinas do parasita
(POLACK E RICHLE, 1978). BZ foi inserido no mercado brasileiro com o nome de

Rochagan e na Argentina como Rodanil.

Figura 2: Estrutura molecular do fArmaco benznidazol
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No Brasil apenas BZ é preconizado para o tratamento da DCh. Sua patente foi cedida
pela Roche® ao Brasil e 0 governo brasileiro concedeu direito de sua producéo ao laboratério

LAFEPE (Laboratdrio Farmacéutico de Pernambuco).

De acordo com Coura e Castro (2002), as reacdes adversas com o BZ podem ser
sintomas de hipersensibilidade, dermatites com erupg¢des cutaneas (geralmente entre 0 7° e 0

10° dia de tratamento), febre edema generalizada, linfadenopatia, dores articulares e
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musculares, depressdo da medula dssea, purpura trombocitopénica e agranulocitose, a
manifestacdo mais grave, polineuropatia, parestesia e polineurite dos nervos periféricos. O
farmaco possui boa eficacia na fase aguda da doenca, mas eficacia limitada na fase cronica.
Além disso, os inumeros efeitos indesejaveis contribuem para a descontinuacdo do
tratamento, além do questionamento sobre 0 uso destes compostos com 0 mesmo regime
terapéutico entre a fase aguda e cronica (MUNOS, MURCIA E SEGOVIA, 2011). Segundo
Pérez-Molina e colaboradores (2015), BZ é preconizado como tratamento de primeira
escolha, devido a melhor capacidade de penetracdo tecidual, melhor tolerabilidade e

provavelmente um melhor perfil de seguranca e eficacia do que NF.

Em adultos, BZ ¢ utilizado na dose de 5 mg/kg/dia, em uma a trés doses, por 60 dias.
Para pessoas com peso acima de 60 kg, existe a alternativa de utilizagdo da extensdo do
esquema terapéutico para adequar a dosagem alvo ideal, tendo como limite a dose maxima
diaria a 300 mg, a fim de reduzir a possibilidade de eventos adversos relacionados ao
farmaco. Sendo assim, nesses casos, pode-se usar o esquema com 300 mg de BZ pelo nimero
de dias equivalente ao peso do individuo, limitando a 80 dias (ANDRADE et al., 2011; DIAS
et al., 2016).

Em criangas, as quais demonstram melhor tolerdncia, a dose utilizada é de 5 a 10
mg/kg/dia, dividida em duas tomadas diarias, por 60 dias. Existe ainda a formulacédo
pediatrica de 12,5 mg em comprimidos solUveis, podendo ser diluida em &gua, suco de laranja
ou leite (DIAS et al., 2016). A tabela 1 resume a posologia do tratamento antiparasitario na
DCh.
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Tabela 1. Posologia do tratamento antiparasitario na doenca de Chagas.

Medicamento Publico | Posologia

Benznidazol Adulto (1) 5 mg/kg/dia, 1 a 3x ao dia, por 60 dias, ou
Comprimidos de 12,5 mg (2) 300 mg/dia, 2 a 3x ao dia, pelo numero de dias
(pediatrico) e de 100 mg equivalente ao peso do individuo (méaximo 80
(adulto) dias).

Pediatrico | 5 a 10 mg/kg/dia, 2x ao dia, por 60 dias.
Esquemas sugeridos:

* Entre 2,5 e 5 kg: 1 comprimido (12,5 mg), 2x ao

dia;
* Entre 5 e 10 kg: 2 comprimidos (25 mg), 2x ao
dia;
* Entre 10 e 15 kg: 3 comprimidos (37,5 mg), 3x
ao dia.

Nifurtimox Adulto 10 mg/kg/dia, 3x ao dia, por 60 dias.

Comprimidos de 120 mg | Pediétrico | 15 mg/kg/dia, 3x ao dia, por 60 dias.

Adaptado de Protocolos Clinicos e Diretrizes de Tratamento, 2018.

No Brasil, a DCh é uma situacdo considerada relativamente comum (PCDT, 2018). Na
grande maioria dos casos, 0s pacientes ndo apresentam quadro clinico grave, devendo ser
acompanhados, majoritariamente, no ambito da Atencdo Priméria a Saude (APS). Também &
encargo da equipe de APS o tratamento etioldgico com BZ, quando indicado, para casos de
DCh aguda ou cronica ndo grave. E preconizado também que a atencdo em servico
especializado deva ser realizada principalmente em casos de pessoas com doenca aguda
grave, cardiopatia chagasica grave, doenca digestiva candidatas a terapia especifica, pessoas
submetidas a transplantes ou com coinfecgéo facilitada pelo HIV, gestantes com cardiopatia
ou com DCh aguda, ou ainda pessoas candidatas ao tratamento com NF (PCDT, 2018).
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2.4. Novos horizontes para o tratamento da doenca de Chagas

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, o farmaco ideal para a DCh deve seguir
aos seguintes parametros: (i) capacidade de cura parasitolégica de casos agudos e cronicos;
(ii) ser efetivo em doses Unicas ou poucas; (iii) estar acessivel aos pacientes, ou seja, ser de
baixo custo; (iv) ndo possuir efeitos colaterais ou teratogénicos; (v) ndo ha necessidade de
internacdo hospitalar para o tratamento; (vi) sem inducdo de resisténcia. Esse farmaco ideal,
porém, ainda ndo existe e é alvo de muitas pesquisas em quimioterapia da DCh.

Segundo Coura e Castro (2002), o grande desafio no tratamento da DCh é focado na
busca de drogas e terapias que tenham capacidade de induzir a cura parasitologica em
individuos tratados durante as diferentes fases da doenca, com baixa toxicidade, boa atividade
por via oral em poucas doses e baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia pelo
parasito. Sendo assim, pesquisadores como Coura (2009) propdem a pesquisa de outros
farmacos, como o alopurinol e agentes antifungicos como o cetoconazol (um derivado do
imidazol), fluconazol e itraconazol (derivados do triazol) e, mais recentemente, o posaconazol
(também um derivado azélico) que ja se mostraram ativos in vitro contra o T. cruzi. Dentre 0s
planejamentos de novas terapias podem ser considerados alguns topicos como: o
redirecionamento de farmacos tal qual o uso de inibidores da biossintese do ergosterol (IBE),
tipo de colesterol essencial para membrana de fungos e de tripanosomatideos (FIUZA, 2018),
a busca por novos farmacos entre as substancias naturais, ou terapia combinada, em que se faz

a associacdo de farmacos ja existentes ao BZ e NF.

Dentre as propostas terapéuticas o redirecionamento de farmacos & promissor, pois
consegue trazer novos usos para farmacos ja conhecidos (COURA, 2009), acelerando o

processo de chegada do medicamento ao publico alvo.

A terapia de associacdo de farmacos para o tratamento de DCh tém sido cada vez mais
preconizada. Uma combinacdo de farmacos de diferentes classes quimicas pode ser capaz de
reduzir doses e a duracdo do tratamento, ocasionando em menor incidéncia de efeitos
colaterais. Ademais, com esta estratégia, existe a possibilidade de reducdo de custos gerais,
gerando uma opgdo mais econdémica (MARTINS et al, 2015). De acordo com Almeida
(2013), a quimioterapia de associagdo se torna mais vantajosa do que a monoterapia para a
DCh, devido a existéncia de cepas resistentes aos farmacos utilizados, além da toxicidade

causada por eles.
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Segundo Coura (2009), o controle de doengas como tuberculose, hanseniase e AIDS
s0 foi possivel através do tratamento com combinacBes de farmacos com diferentes
mecanismos de acdo. Além disso, uma combinacéo efetiva de farmacos pode aumentar a acéo
dos diferentes compostos terapéuticos (sinergismo) e dificultar o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento do parasito. E importante relatar também que dados da literatura
confirmam muitos estudos envolvendo associacfes de farmacos como opcdo para
quimioterapia da DCh como por exemplo BZ e cetoconazol (ARAUJO et al., 2000),
cetoconazol e terbinafina (MALDONADO et al., 1993), BZ e aspirina, NF e aspirina
(LOPEZ-MUNOZ et al., 2009), BZ e diamidinas arométicas (BATISTA et al, 2011).

2.5. Produtos naturais: a silibinina

Dentre as diversas propostas de novas terapias para a DCh encontra-se a busca de
novos medicamentos entre os produtos naturais. Visto que aproximadamente 40% dos
medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de
fontes naturais (BARREIRO & FRAGA, 1999), as possibilidades de um novo farmaco
tornam-se inmeras, pois as substancias naturais sdo uma rica fonte de compostos com

potencial ativo.

Dentro deste contexto, véarias substancias isoladas de plantas foram avaliadas como
agentes anti-T. cruzi, com o objetivo de se encontrar fArmacos com menor incidéncia de
efeitos colaterais e maior eficacia para a quimioprofilaxia e quimioterapia da DCh. Segundo
Salude-Guimardes e Faria (2007), produtos naturais de diversas classes, como quinonas,

flavondides e terpenos mostraram-se ativas contra o T. cruzi.

Izumi e colaboradores (2011) demonstraram em um estudo de revisdo uma relacédo de
136 compostos extraidos de produtos naturais contra formas infectantes do T. cruzi. Destes
compostos, 13 sdo lignanas que se mostraram ativas contra o parasito. As lignanas podem
sofrer processos de acoplamento oxidativo a flavonoides e formar os flavonolignanos
(BIAK, 2017).

A silibinina (SLB) (Figura 3) é um flavonolignano encontrado na planta Silybum
marianum L. gaernt da familia Asteraceae, conhecida popularmente como Cardo de leite. A
planta é nativa do sul da Europa, sul da Russia, Asia Menor e norte da Africa e pode ser
encontrada também na América do Norte e do Sul, bem como no sul da Austréalia
(ABENAVOLI et al, 2010).
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H& mais de 2.000 anos, a Cardo de Leite tem sido utilizada na medicina europeia para
tratar doencas hepaticas (ABC CLINICAL GUIDE, 2003). Atualmente seus usos sdo: doenca
hepatica induzida por alcool; Hepatite viral; Cirrose hepatica; Envenenamento por cogumelos;

Pacientes diabéticos com doenca hepatica cronica, etc. (ABENAVOLI et al, 2010).

Figura 3: Estrutura molecular da silibinina
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SLB é um potente antioxidante que pode estabilizar as membranas celulares, possui
efeito anti-inflamatorio, estimula as vias de desintoxicagdo, regenera o tecido do figado, inibe
o crescimento de algumas linhagens de células cancerosas e exerce atividade citotdxica direta
em direcdo a linhas celulares de cancer selecionadas. Além disso, pode aumentar a eficacia de
alguns agentes quimioterapicos (POST-WHITE, LADAS & KELLY, 2007), sendo esse efeito
devido a acdo de SLB ao inibir o efluxo celular mediado pela Glicoproteina — P (Pg-p), uma
glicoproteina de membrana que atua como bomba de efluxo, com gasto de ATP (ZHANG &
MORRIS, 2003). Assim, ao inibir a Pg-p, a SLB pode aumentar ou manter por mais tempo a
concentracdo de farmacos dentro das células (JABINI et al, 2015).

Além disso, a SLB possui atividade fungicida causada por meio de uma perturbagdo
na estrutura da membrana celular do microrganismo levando a formacédo de poros, trazendo
um desequilibrio no potencial de membrana, perda de ions intracelulares, e consequentemente
a perda da integridade celular dos fungos (YUN; LEE, 2017). Considerando as premissas de
busca de novos farmacos trazidas por Coura & Castro (2002), de estudos com farmacos
antifangicos, e considerando a capacidade fungicida de SLB, essa propriedade indica a

possibilidade de SLB também ser tripanocida.
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3. JUSTIFICATIVA

Desde a descoberta da DCh existe o desafio de se encontrar um tratamento efetivo
para todas as fases e formas da doenca. Além disso, os farmacos atualmente utilizados — BZ e
NF — causam uma série de efeitos adversos (MUNOS, MURCIA E SEGOVIA, 2011) que
contribuem para a descontinuacdo do tratamento. Dentre as diversas propostas de pesquisa por
novos farmacos, este trabalho realizou um estudo in vitro preditor da atividade anti-T.cruzi de
um produto natural e da associacdo de BZ a ele. O produto natural silibinina (SLB) é um
flavonolignano que possui atividades anti-inflamatorias, antiflngicas, inibicdo da Pg-p, dentre
outras (ZHANG e MORRIS, 2003; GREENLEE et al, 2007). A Pg-p é a principal proteina de
efluxo do BZ que ao ser inibida, podera trazer um aumento da biodisponibilidade do farmaco
melhorando sua efetividade, além da possibilidade de reducdo de sua dose. Aliado a isso, a
atividade anti-inflamatéria de SLB é favoravel em uma doencga com perfil inflamatério como
a DCh. Sendo assim, esta associacdo pode se mostrar uma estratégia interessante para se

atingir um melhor efeito tripanocida e um tratamento mais efetivo para a DCh.

4. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos de SLB e BZ livres e associados em diferentes concentracdes in

vitro.

4.1. Objetivos especificos

(i) Realizar estudo de citotoxicidade da SLB e BZ in vitro;

(ii) Realizar estudo da atividade/eficacia de SLB e BZ in vitro sobre formas

epimastigotas do T.cruzi;

(iii) Realizar estudo da atividade/eficacia in vitro de SLB, BZ e associa¢fes sobre as

formas amastigotas do T.cruzi.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Farmacos

5.1.1. Silibinina

A SLB, comercializada pela Sigma — Aldrich, foi utilizada nos testes in vitro. Para
estes foi preparada uma solucéo estoque de 1Img/mL de SLB com 2% DMSO e, a partir dessa

solucdo, foram feitas as diluicGes desejadas para atingir as concentracdes a serem testadas.

5.1.2. Benznidazol

BZ (2-nitroimidazol-(N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida), comercializado pela
LAFEPE/PE (laboratério responsavel pela sua producdo no Brasil), foi utilizado como
farmaco de referéncia na determinacdo da eficAcia dos tratamentos empregados neste
trabalho. O BZ puro foi obtido do isolamento e purificacdo a partir de comprimidos segundo

Branquinho e colaboradores (2014) para permitir a conducéo dos testes in vitro.

5.2. CepadeT. cruzi

Neste trabalho foi utilizada a cepa Y nos testes in vitro, classificada como Tcll
(ZINGALES et al., 2009), confirmada como tal com as metodologias usuais na classificagéo
de molecular T. cruzi (OLIVEIRA et al., 2015) antes de ser usada neste estudo. A cepa Y é
considerada originalmente parcialmente resistente ao tratamento com Bz e Nif (FILARDI e
BRENER, 1987).

5.3. Linhagem celular

A linhagem celular utilizada neste trabalho foi a VERO, ceélulas imortalizadas,
oriundas de rins de macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops) estabelecida por
Nakamura e colaboradores, 1962. A manutencdo da cultura celular foi realizada de acordo
com a metodologia de Da Silva e colaboradores, 2013. As células foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco Modification of Minimum Essential Media) suplementado com, 5% de
soro fetal bovino (SFB). As culturas de células foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5%
de CO,. A cultura foi tripsinizada semanalmente e repicada até as células atingirem

confluéncia ideal para realizacdo dos experimentos.
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5.4. Estudos da eficacia in vitro

Todos os estudos in vitro foram realizados conforme o Delineamento Experimental
(Figura 4).

Figura 4: Delineamento experimental da avaliagdo da atividade citotoxica e anti-T.cruzi
de SLB, BZ e associacdo SLB + BZ em diferentes concentracfes in vitro utilizando

células VERO e acepa Y.
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SLB: Silibinina, BZ: Benznidazol, A+D: SLB 100+BZ10 uM, A+E: SLB 100+BZ5 uM, , A+F: SLB 100+BZ2,5
uM ; B+D: SLB 25+BZ10 uM, B+E: SLB 25+BZ5 uM, , B+F: SLB 25+BZ2,5 uM ; C+D: SLB 6,25+BZ10 uM,
C+E: SLB 6,25+BZ5 uM, , C+F: SLB 6,25+BZ2,5 uM ; CINT: controle infectado ndo tratado; CNI: controle

nao infectado.

5.4.1. Estudo da atividade citotoxica de SLB e BZ por MTT

5.4.1.1. Preparo de placas com as células VERO

Para o preparo de placas teste, as células contidas nas garrafas de cultura de 75 cm?
foram lavadas com PBS estéril, sequidas por adi¢cdo de 3 mL de Tripsina e incubadas a 37°C
por 5 minutos. Ao conteudo resultante da tripsinizacdo foram adicionados 6 mL de meio
DMEM F12, seguido de centrifugacdo a 1700 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente.

O sobrenadante foi entdo descartado e o sedimento ressuspendido em meio DMEM F12. Apds
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a contagem em camara de Neubauer utilizando o Azul de Trypan®, o numero de células
VERO plaqueadas (10.000 células por poc¢o) foi determinado de acordo com metodologia
padronizada no Laboratorio de Doenca de Chagas (LADOC) baseada em Mosmann (1983).
As células foram incubadas por 24h em estufa de CO, a 37°C para aderirem a microplaca.
Apo6s 24h de incubacdo o meio de cultura foi retirado das células e nelas foram adicionadas
diferentes concentracGes do composto ativo SLB diluido em DMEM F12 1% SFB em cada
poco (1000 uM, 500 uM, 250 uM, 200 uM, 100 uM, 50uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM; 3,125
uM). Como controles foram utilizados o farmaco de referéncia (BZ) nas mesmas
concentracOes ja descritas para a SLB, meio de cultura (controle néo tratado - CNT) e solucéo
de KCI 3M como controle de morte celular (Delineamento Experimental, Figura 4). As placas
foram incubadas por 24 horas a 37°C, 5% de CO,, 95% de umidade.

5.4.1.2. Teste viabilidade celular por MTT

O ensaio de citotoxicidade in vitro por MTT é um teste padrdo-ouro utilizado pelo
FDA (U.S. Food and Drug Administration) baseado em normas sugeridas pela International
Organization for Standardization, ISO 10993-5: 2009, para avaliacdo bioldgica de
dispositivos médicos (FDA, 2012). Este ensaio baseia-se na capacidade das enzimas
desidrogenases mitocondriais das células vivas e metabolicamente ativas converterem a
solucdo aquosa de cor amarela do substrato MTT, em sal formazan, formado por cristais, com
uma coloracédo azul-escuro/roxo, insolGveis em agua. A quantidade de sal formazan produzida
é proporcional ao nimero de células vidveis (MOSMANN, 1983; LIU et al., 1997). A
metodologia utilizada foi a de acordo com a descrita em Mosmann, 1983: dissolve-se 0 MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio) em PBS a 5 mg/ml e filtra-se para
esterilizar e remover pequenas quantidades de residuo insoltvel presente em alguns lotes de
MTT.

Apbs o preparo das placas como descrito anteriormente, 150 pul. de uma solugéo de
Brometo  3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)  -2,5-difeniltetrazol (MTT) (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 5,0mg/mL foi adicionada aos pocos da placa (DENIZOT e LANG, 1986).
Ap0s 4h de incubagdo com o MTT, o sobrenadante foi retirado e o corante presente no fundo
dos pogos da placa foi diluido em um volume de 100uL/poco de uma solucao de DMSO. As
microplacas foram entdo lidas em um espectrofotometro (Bio-Rad modelo 680) utilizando um

filtro de 570nm. Este teste foi realizado em triplicata.
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A partir do percentual de inibicdo de cada concentracdo dos farmacos, foi calculado o
ICso (concentracdo do farmaco que reduz a viabilidade das células em 50%), utilizando o
programa CompuuSyn. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, com no minimo

2 repeticoes.

5.4.2 Avaliacdo da atividade anti-T.cruzi de SLB e BZ sobre formas
epimastigotas de cepa Y.

Para avaliacdo inicial de efeito de SLB em T. cruzi foi avaliado o efeito dos farmacos
sob culturas de epimastigotas deste parasito em meio LIT segundo o Delineamento
Experimental (Figura 4). Este método baseia-se na deteccdo de alteragBes colorimétricas
causadas pelas capacidades de oxidacdo (azul) e reducdo (rosa) do corante resazurina, um
indicador da funcéo celular metabdlica (ROLON et al, 2006).

Inicialmente foi ajustado o nimero de parasitos para a concentracéo de 1,0 x10%/mL.
100 pL dessa suspensdo foram adicionados a cada pogo da placa de 96 pogos. A seguir,
concentragdes crescentes das drogas, isoladamente, foram adicionadas aos pogos contendo 0s

parasitos num volume de 100 L.

As concentragOes de SLB e BZ testadas foram: 100 puM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM,
6,25 UM e 3,125 puM. Foram testados em paralelo, Controles Negativos: (Meio LIT),
controles de reducdo da droga (LIT + droga) e Controles Positivos (LIT + parasitos). As
placas foram incubadas em estufa BOD, a 28°C por 24 horas. Ap6s esse periodo foram
adicionados 20 uL de resazurina/poco. Apds 3 horas as placas foram lidas em leitor de

microplacas (Bio-Rad modelo 680) utilizando filtros de 570nm e 600nm.

Os calculos dos percentuais de reducdo do corante e de inibicdo da proliferacdo do

parasito foram realizados segundo a férmula:

Sendo: A570 = absorbancia a 570nm, A600 = absorbancia a 600nm e RO = fator de correcéo, calculado a partir
dos valores de absorbancia do controle negativo, ou seja, apenas meio de cultura e resazurina na auséncia de
parasitos [Ro = (A570 /A600)].

A partir do percentual de inibigdo de cada concentragdo dos farmacos, foi calculada a

ICso (concentracdo inibitoria do farmaco, que induz 50% do efeito analisado, inibicdo da
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proliferacdo celular), utilizando o programa CompuSyn. Todos o0s experimentos foram

realizados em triplicata, com no minimo 2 repetices.

5.4.3 Estudo da atividade anti-T. cruzi sobre formas amastigotas

Este estudo foi realizado segundo o Delineamento Experimental (Figura 4). Um total
de 1,0 x 10* células VERO foram plaqueadas sobre laminulas circulares de 13 mm de
diametro, dispostas em placas de 24 pocos e incubadas por 24 horas a 37°C, 5% CO, e
posteriormente infectadas com formas tripomastigotas, originadas de cultura da cepa Y em
células VERO, na razdo de 20:1 parasitos/células. Apos 24 horas de interacdo o sobrenadante
foi removido e cada poco lavado com PBS 1x estéril para remocdo dos parasitos nédo
internalizados. Foram adicionados a cada pogo meio de cultura fresco, contendo ou néo as
substancias SLB e BZ em diferentes concentragdes (conforme descrito e apontado no
delineamento experimental, Figura), ajustando-se para um volume final de 1mL/poco. As
células foram novamente incubadas por 24h, a 37°C com 5% CO,. As laminulas contendo as
células foram lavadas com PBS 1x estéril, fixadas com metanol e em seguida coradas com
solucdo de Giemsa (10% em &gua destilada). Ap6s secagem das laminulas e montagem em
lamina com Entellan (Merck) foi determinada a porcentagem de células infectadas em uma
contagem aleatoria ao microscopio oOptico (aumento de 100x) de 100 células. Apenas as
formas integras do parasito com morfologia caracteristica das formas amastigotas foram

consideradas na avaliacdo da infeccéo.

5.4.3.1 Indice Endocitico (IE) e 1C50

Para se determinar o efeito do tratamento das células infectadas e tratadas com as
diferentes concentracfes dos compostos SLB e BZ, foi calculado o indice endocitico (IE). O
IE corresponde a média da porcentagem de células infectadas com as formas amastigotas
multiplicada pelo ndmero médio de amastigotas por célula. Utilizando este dado, foi
calculado o percentual de inibicdo da infeccdo das células tratadas em relacdo aquelas

infectadas e ndo tratadas.

Esse percentual de inibicdo foi entdo utilizado para a construcdo de curvas de dose-
efeito e célculo da ICsy com auxilio dos softwares Graph Pad Prism 6 e CompuSyn. Todos 0s

experimentos com amastigotas foram realizados em triplicata com no minimo 2 repeticGes.
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5.4.3.2 Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) das amostras testadas foi obtido calculando a razéo entre
o0 valor de ICs do ensaio de MTT (concentracdo do farmaco ou substancia ativa que reduz a
viabilidade celular em 50%) e o valor de ICsy do teste de atividade anti-T. cruzi em
amastigotas (concentracdo da substancia ativa que reduz o nimero de parasitas em 50%). Esse
indice avalia o quéo seletivo é um farmaco para o seu alvo sem causar toxicidade as células

do hospedeiro.

6. RESULTADOS
6.1. Estudo de citotoxicidade em células VERO utilizando o MTT

O farmaco SLB nas concentracbes de 6,25 a 100 uM (Figura 5) ndo demonstrou
diferenca de toxicidade para as células VERO, assim como BZ nas concentracdes de 6,25 a 10
MM . A partir do percentual de inibig&o, foi calculado o ICso por meio do programa Compusyn
(Materiais e Métodos, item 4.4.1.2) e obteve-se o valor de 250.226 uM para SLB e de 132.135
MM para BZ.

Figura 5: Porcentagens (%) de viabilidade celular das células VERO apds tratamento
com SLB e BZ no ensaio de MTT.
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6.2. Avaliacdo da atividade anti- T. cruzi em formas epimastigotas

O farmaco SLB demonstrou atividade potencial sobre as formas epimastigotas de T.
cruzi (Figura 6), com reducdo significativa da viabilidade de parasitos a partir de 25 puM,
enquanto o farmaco de referéncia (BZ) a partir de 12,5 pM.
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Figura 6: Porcentagens (%) de viabilidade de epimastigotas de T. cruzi apds tratamento

com SLB e BZ por ensaio com resazurina.
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Utilizando do software Compusyn foi calculada a reducdo da viabilidade de
epimastigotas de T. cruzi e obtido O ICs,. Para a SLB o ICs, foi de 117,79 uM, enquanto para
0 BZ (Figura 6) o I1Cso obtido foi de 22,92 uM. Os resultados apresentados evidenciam que
BZ foi capaz de eliminar maior nimero de epimastigotas em concentracBes menores que
SLB.

6.3. Avaliacdo anti-T. cruzi em formas amastigotas em células VERO

Foi calculado o indice endocitico (IE) para se determinar o efeito do tratamento das
celulas infectadas, tratadas com as diferentes concentragcbes dos compostos SLB, BZ e
associacfes (Materiais e Métodos, item 5.4). Nas células VERO infectadas e incubadas
apenas com meio de cultura (controle infectado ndo tratado — INT) foi observado um indice
de infectividade médio de 42,90%.
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Figura 7: Indices de inibi¢do da infecdo em células VERO com a cepa Y de T. cruzi apds

24 horas de tratamento com SLB, BZ e diferentes associagdes de SLB e BZ em pM.
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Observou-se uma diferenca na porcentagem (%) de amastigotas entre o controle nao

tratado e os grupos tratados com os farmacos SLB e BZ a partir das menores concentracdes
(6,25uM para SLB e 2,5uM para BZ). As maiores concentra¢des de SLB (100 e 25 puM) que
garantiram 99% de sobrevivéncia das celulas VERO (segundo ensaio de citotoxicidade, item

6.1)

induziram

inibicio de 23,28 e 56,85% de amastigotas em células VERO,

respectivamente, quando considerada a porcentagem de inibi¢do do indice endocitico (media

da % de celulas infectadas x numero medio de amastigotas por células infectadas). Ja4 o
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farmaco BZ demonstrou porcentagem de inibicdo de amastigotas em células VERO de
23,61% em sua maior concentragdo testada, 10 UM (a qual também garantiu uma média de

99% da viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade).

De acordo com o ensaio com os farmacos em associacdo observou-se que todas as
diferentes associa¢Ges demonstraram alguma atividade anti T. cruzi em formas amastigotas
em células VERO. A associacdo de SLB100+BZ10 uM foi a que apresentou o melhor
resultado, superior as outras associacdes e aos farmacos SLB e BZ em monoterapia,

resultando em uma inibicdo de 91,44% de amastigotas em relacdo ao CNT.

Foram calculados a seguir os indices de seletividade (IS - razdo entre a 1Cs de obtido
pelo teste de citotoxicidade por MTT, dividido pelo 1Cs obtido de cada composto (SLB e BZ)

em amastigotas apds 24h de incubacéo).

Conforme detalhado no item 5.4.3.2 (Materiais e Métodos), foi calculado o indice de
seletividade relativo a SLB e BZ, (Tabela 2). Observou-se uma maior seletividade de BZ,

cerca de 2,5 vezes maior (IS = 7,68) quando comparado a SLB cujo IS = 3,13.

Tabela 2: indice de seletividade de SLB e BZ oriundos da relacdo da citotoxicidade
(IC50) e indice de inibicédo (IE50%0) relativo a cepa Y de T. cruzi.

Farmaco IC50 MTT IE50 Infeccdes in vitro Indice de Seletividade (IS)
SLB 250,23 79,81 3,13
Bz 132,14 17,19 7,68
Indice de seletividade (IS = ICsp am 2T / TE30 em cétas infeetada): IC: concentracdo inibitéria; ICs, foi calculado

utilizando-se o software CompuSvn ; SLB: Silibinina; BZ: Benznidazol; Os valores foram calculados utilizando a
média da triplicata de no minimo dois experimentos independentes.
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7. DISCUSSAO

Apo6s mais de 100 anos da sua descoberta por Carlos Chagas (1909), a DCh ainda €
considerada negligenciada e “silenciosa” por afetar majoritariamente populagdes pobres que
ndo tém voz politica ou acesso a cuidados de salde e devido a progressdo lenta de seu curso
clinico (WHO, 2018). Sendo assim, a DCh ainda se apresenta como um desafio em questao de

tratamento e assisténcia clinica dos pacientes afetados.

A busca por um tratamento para a DCh foi iniciada logo ap6s a sua descoberta, e
varias substancias passaram por triagens experimentais. Mesmo assim, os Unicos farmacos
disponiveis para o tratamento da DCh sdo nifurtimox e benznidazol, ambos com eficacia
comprovada principalmente na fase aguda e cronica recente da infeccdo (COURA, 2009).
Ainda que tenha ocorrido a inclusdo dos pacientes chagasicos cronicos nas diretrizes
nacionais para o tratamento da DCh (PCDT, 2018), a maioria das prescri¢des médicas visam
apenas o tratamento sintomatico da cardiomiopatia e sintomas digestivos, evitando

medicamentos antiparasitarios (VIOTTI et al, 2014).

Frequentemente sdo obtidos resultados diferentes ap6s o tratamento com os dois
farmacos e isso pode ser explicado pela existéncia de diferentes cepas de T. cruzi (GUEDES
et al, 2006) sendo algumas delas resistentes ao tratamento (COURA, 2009), fase da doenca, 0
periodo de tratamento, a dose, a idade e a origem geografica dos pacientes (COURA &
CASTRO, 2002). Além disso, ambos os farmacos induzem efeitos colaterais significativos

aos pacientes, o que leva a descontinua¢do do tratamento.

Devido aos fatos explicitados e, considerando a existéncia de diversos outros
mecanismos de infeccdo, além da presenca da DCh em 21 paises das Américas (WHO, 2018)
e em diversos paises de outros continentes como Europa, Asia e Oceania (SCHMUNIS,
2007), é evidente a necessidade de mais incentivo as pesquisas, para se encontrar alternativas
terapéuticas ou novos compostos que demonstrem maior poténcia e seletividade nas duas
fases da doenca (MUNOZ, MURCIA & SEGOVIA, 2011).

Algumas alternativas terapéuticas propostas sdo promissoras como: O
redirecionamento de farmacos, tal qual o uso de inibidores da biossintese do ergosterol (IBE)
(FIUZA, 2018), a busca por novos farmacos entre as substancias naturais (BARREIRO &
FRAGA, 1999), o uso de farmacos tradicionais como o BZ inseridos em sistemas

farmacéuticos mais modernos (CUNHA-FILHO et al, 2012) e a terapia combinada
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(MARTINS et al, 2015), em que se faz a associagdo de farmacos ao BZ ou NF. Esta Gltima
alternativa é uma das estratégias utilizada em outras doencas parasitarias (WHO, 2001), pois é
possivel alcancar maiores indices de cura, menor tempo de tratamento e menor incidéncia de
efeitos adversos (MARTINS et al, 2015).

Sendo assim, neste estudo, buscamos avaliar por meio de ensaios in vitro um produto
natural, a SLB, isolada e também combinada ao farmaco de referéncia BZ, investigando a
estratégia de associacdo de farmacos.

Nos ultimos anos a quantidade de estudos investigativos sobre as atividades biologicas
de SLB aumentou devido a grande diversidade de efeitos farmacoldgicos importantes
associados a esse composto (DE OLIVEIRA et al, 2015). Em uma revisdo, Kren e Walterova
(2005) listam efeitos terapéuticos da SLB como hepatoprotecdo, anticancer, neuroprotecao,
além disso, ha atividade antifingica (YUN; LEE 2017), dentre outros.

A acdo antifungica de SLB torna-se interessante para DCh pois de forma semelhante
ao que acontece com os antifungicos da classe dos IBE (itraconazol, cetoconazol,
posaconazol, etc) por meio de alteracdo na estrutura membranar e assim poderia causar a
morte do parasito. SLB em fungos promove poros na membrana do microorganismo, 0 que 0

desequilibra eletrostaticamente causando morte (YUN; LEE, 2017), que .

Aliada ao efeito antifungico, a SLB pode aumentar a eficicia de alguns farmacos
(POST-WHITE, LADAS & KELLY, 2007) ao inibir o efluxo celular mediado pela
Glicoproteina — P (Pg-p), uma glicoproteina de membrana que atua como bomba de efluxo
dependente de ATP (ZHANG & MORRIS, 2003). Assim, considerando que a Pg-p é uma das
principais responsaveis pelo efluxo de BZ, ao inibi-la, SLB poderia permitir que o BZ fosse
eliminado mais lentamente, permanecendo mais tempo na circulagdo, exercendo entdo maior
atividade terapéutica, possibilitando reducdo da dose usual do farmaco e uma diminuicdo da

incidéncia de reacdes adversas.

Somado a isso, a SLB poderia também inibir a P-gp presente ha membrana do parasito
(CAMPOS et al., 2013), permitindo que BZ permaneca no interior do microorganismo e leve

a morte dele mais rapidamente.
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Além dessas possibilidades, a SLB possui ainda uma atividade anti-inflamatoria
(GREENLEE, 2007), que pode contribuir para a melhoria das lesdes teciduais causadas pelo

T. cruzi.

Iniciou-se este estudo avaliando a toxicidade in vitro do composto silibinina sobre
células VERO pelo método MTT. O objetivo desta avaliagdo foi obter um nivel de seguranca
da acdo do farmaco sobre as células, além de se obter pardmetros para tragar as doses a serem
utilizadas na avaliacdo de atividade sobre formas amastigotas do T. cruzi. Paralelamente foi
realizada a avaliacdo das mesmas concentra¢fes do farmaco de referéncia, o BZ. Assim, foi
obtido o ICs, de 250,226uM para a SLB e de 132,135uM para 0 BZ, mostrando que a SLB foi
quase duas vezes menos toxica que o BZ para as céelulas VERO. Este dado é promissor no
contexto da DCh, ja que os farmacos para o tratamento, NF e BZ, possuem altas taxas de
toxicidade. Em relacéo ao 1Cso de SLB encontrado neste estudo, o resultado foi superior ao do
grupo de Elhag e colaboradores (2015) que encontrou valores de 1Csy da SLB como 40 uM
para a linhagem A127 e 200 uM para LN229. J& Marchiori e colaboradores (2017)
demonstraram que SLB era toxica em concentracfes acima de 150 uM para células da
linhagem Huh 7,5. E importante ressaltar que esta divergéncia de resultados encontrados
pelos autores pode ser explicada pelas diferencas nas linhagens celulares, método de avaliacao

e instrumentacdo empregados.

Apobs o estudo de citotoxicidade pelo método MTT, foi avaliado o efeito tripanocida
de SLB sobre parasitos in vitro. Para tal, foi utilizado o método colorimétrico com resazurina
e um isolado da cepa Y de T. cruzi, considerado parcialmente resistente ao BZ (FILARDI &
BRENER, 1987). O método com resazurina ja foi validado em estudo para avaliagdo da
sensibilidade de formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e T. brucei a outros
compostos (ROLON et al., 2006) e mostra alta correlagdo com outras metodologias, como o
MTT.

A escolha de trabalhar com as formas epimastigotas do T. cruzi baseou-se nos estudos
de Martinez-Diaz e colaboradores (2001). O grupo demonstrou em um estudo de
caracterizacgdo biologica de cepas do parasita, que a cepa Y, uma cepa do grupo genetico Tcll,
delgada e de alta infectividade, se multiplica com facilidade em meio LIT, mas apresenta
baixas taxas de diferenciacdo em tripomastigotas em meio Grace. Em consequéncia dessa
dificuldade de se obter tripomastigotas na quantidade necessaria para realizacdo de todos 0s
testes com ambos os compostos, SLB e BZ, optou-se por realizar o ensaio sobre formas
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epimastigotas. Existem diversos trabalhos na literatura que demonstram metodologias de
avaliacdo de atividade tripanocida de varios compostos em formas epimastigotas do T. cruzi
(REIGADA et al, 2019; HERNANDEZ et al, 2019; ROBLES et al, 2019; BOMBACA et al.,
2018).

Os resultados encontrados nesta avaliacdo da atividade anti T. cruzi sobre formas
epimastigotas da cepa Y demonstraram um valor de ICso de 117,79 uM para SLB. Este
resultado é um dado inédito, j& que ndo ha na literatura qualquer avaliacdo da SLB sobre
forma evolutiva de T. cruzi. A hipotese para esta situacdo é que a SLB demonstrou atividade
semelhante aos antifungicos da classe dos inibidores da sintese do ergosterol (itraconazol,
cetoconazol, posaconazol), promovendo agéo tripanocida. Paralelamente, o resultado de ICs
encontrado para o BZ foi de 22,92 puM, um valor maior do que o encontrado em alguns
trabalhos que utilizaram cepa Y. Sulsen e colaboradores (2006) encontraram ICs, para BZ de
12uM, enquanto Moreno e colaboradores (2010) encontraram um valor de ICso de 16,3 uM.
Ambos os trabalhos utilizaram contagem manual dos parasitos em camara de Neubauer como
método para avaliacdo da atividade dos compostos, o que pode explicar a diferenca de
resultados encontrada. Os resultados encontrados neste trabalho demonstram que BZ foi mais
capaz de eliminar um maior nimero de epimastigotas do que SLB, que precisou de
concentracdes maiores para ter efeito semelhante ao BZ. Analisando por outro lado, os
resultados de citotoxicidade demonstraram que BZ foi quase duas vezes mais toxico do que
SLB. Isto pode levar a pensar que a estratégia de associacdo destes farmacos, pode alcancar

resultados positivos na atividade anti- T. cruzi.

Por fim, fundamentando-se nos resultados do experimento de citotoxicidade por MTT,
foram definidas as concentracbes de SLB e BZ a serem utilizadas no ensaio em células
infectadas com formas amastigotas do T. cruzi. A opc¢éo foi utilizar as maiores concentragdes
que mantivessem 100% da viabilidade celular. Assim, nas concentra¢des de 100 e 25 puM, a
SLB demonstrou-se ativa contra T. cruzi, obtendo reducdo de 56,85% e de 23,28% dos
parasitos em células VERO, respectivamente. Por outro lado, BZ em sua maior concentracao
gue mantinha viabilidade de 100% das células (10pM), demonstrou porcentagem de reducgéo
da infeccdo de 23,61%, o mesmo observado com a concentracdo de 25uM de SLB. Se
comparado desta maneira, pode-se concluir que o farmaco de referéncia BZ, frente ao
composto natural SLB, foi mais ativo sobre as formas amastigotas em concentragéo 2,5 vezes

menor (10uM de BZ, frente a 25uM de SLB). Além disso, observou-se que BZ, mesmo sendo
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mais citotdxico, obteve uma maior seletividade, cerca de 2,5 vezes maior (IS = 7,68) se
comparado a SLB cujo IS = 3,13,

Avaliando as associagdes testadas, notou-se que todas demonstraram alguma atividade
anti T. cruzi em formas amastigotas intracelulares em células VERO. Os melhores resultados
obtidos foram com as associa¢Ges onde a concentracdo de BZ era 10 uM (SLB6,25 + BZ10
uM; SLB25 + BZ10 uM; SLB100 + BZ10 pM). Dentre todas as associagdes, o melhor
resultado obtido foi com a associagdo de SLB e BZ nas maiores concentragdes de ambos:
SLB100 + BZ10 pM, onde foi observada uma inibigdo da infecgdo celular superior a 90%.
Esse resultado sugere a hipotese de efeito combinado dos compostos. Neste caso, SLB pode
ter apresentado acdo inibitoria da glicoproteina — P (Pg-p) das células, permitindo menor
efluxo celular de BZ, o qual permaneceu por mais tempo e em maior concentracdo
intracelular, promovendo acéo tripanocida. N&o existem dados na literatura referentes a
combinacéo entre os farmacos SLB e BZ. Porém, muitos estudos foram realizados com esta
estratégia utilizando BZ. Estudos de Mazzeti (2014) alcancaram resultados que evidenciaram
aumento da atividade anti — T. cruzi in vitro e in vivo com associagdo de BZ e alopurinol.
Lourenco e colaboradores, 2018, demonstraram que a combinacdo de BZ e cloridrato de

amiodarona foi eficaz na eliminacédo de cepas Y do T. cruzi em cultura.

Segundo Mazzeti (2014), ndo se pode esperar que os estudos de terapia combinada in
vitro determinem a eficacia de certa combinacdo no tratamento clinico futuro. Isto pode ser
explicado devido a alguns fatores, dentre eles a farmacocinética dos compostos. Por outro
lado, os efeitos e interagdes observados in vitro fundamentam os estudos pre-clinicos in vivo.
Neste trabalho observamos que SLB demonstrou atividade anti — T. cruzi e que a associagao
com BZ aumentou esta atividade. Isso pode dar margem para futuros delineamentos in vivo

utilizando estes farmacos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

(1) Observamos que a substancia natural SLB apresentou menor citotoxicidade in vitro
do que o farmaco de referéncia BZ;

(i) SLB demonstrou atividade in vitro sobre as formas epimastigotas do T. cruzi,
porém menor que BZ;

(iii) Por fim foi demonstrado que a SLB também foi ativa contra formas amastigotas
intracelulares do T. cruzi, porém menos ativa que BZ e as associa¢fes apresentaram atividade
contra os amastigotas, sendo SLB100 + BZ10 uM a melhor associacdo mesmo frente a

melhor concentracéo testada de BZ.

9. CONCLUSAO

Ao final deste trabalho concluimos que SLB apresenta acdo tripanocida e que em
associacdo ao BZ (maior concentragdo SLB100+ BZ10 uM) demonstrou melhores resultados

que dos farmacos avaliados isoladamente, indicando que ha potencial para avaliacéo in vivo.
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