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RESUMO

A doenca de Chagas afeta cerca de 25 milhbes de pessoas no mundo e é causada por
Trypanosoma cruzi (T.c.). Atualmente, os dois Unicos medicamentos disponiveis utilizados
para o tratamento desta enfermidade - benzonidazol (BZ) e nifurtimox - provocam efeitos
adversos no paciente. Com isso, hovos farmacos tém sido estudados a fim de se encontrar
estratégias terapéuticas mais eficientes, como o N, N'-Squaramide 17 (S) um composto com
excelente potencial terapéutico. Por meio da nanotecnologia, € possivel aumentar a eficiéncia
de farmacos e reduzir a sua toxicidade, gracas as propriedades de nanoestruturas que podem
favorecer a liberacdo sustentada, utilizando doses baixas do farmaco e aumentando sua
concentracdo nos tecidos alvos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver membranas
lipidicas miméticas, a partir de lipidios das membranas celulares de macréfagos (linhagem
RAW 264.7) e encapsular o S nesta nanoestrutura, visando melhorar sua eficacia tripanocida
sobre linhagem CL-Brener. Assim, foram desenvolvidas e caracterizadas as nanoestruturas:
(1) membrana mimética lipidica contendo S (MLS); (2) membrana mimética lipidica vazia
(MLV) e (3) N, N’-Squaramide 17 extrusado (SE). Adicionalmente, foram avaliados as
caracteristicas fisico-quimicas e os efeitos citotoxico e tripanocida destas nanoestruturas. O
didmetro hidrodindmico (dH) médio e potencial zeta das nanoestruturas foram,
respectivamente, de 196.5 + 11 nm/- 61.43 £ 2.3 mV para MLS; 203.1 £ 8.5 nm/- 12.9 + 1,2
mV para MLV e 713.9 + 112.6 nm/— 45.3 + 7.45 mV para SE. Notou-se que o dH da MLS
reduziu em torno de 70 nm apés 10 dias de armazenamento, indicando possivel liberagéo do
S. A encapsulacao de S nas membranas miméticas foi comprovada empregando a analise de
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IR) e notou-se que a nanoestrutura
MLS apresentou bandas em 1788 cm™ e 1674 cm™ caracteristicas dos grupos carbonilas
existentes em S. Em relacdo aos efeitos citotoxicos, apds 72h de tratamento, observou-se
que a MLV apresentou excelente potencial como veiculo para entrega de farmacos visto ter
nenhuma citotoxicidade em células de mamiferos nas concentrac¢des testados. Por outro lado,
MLS, nanoestrutura contendo o S, foi ativo contra epimastigotas (ICso de 15,9 + 4,8 uM) e
amastigotas intracelulares (ICso de 24,99 +4,8 pM). Ademais, induziu baixa citotoxicidade
com ICso de 626.7 £ 4.7 em células VERO e de 1974 £ 6 em RAW 264.7. A partir destes
dados, determinou-se o indice de seletividade (Sl) e observou-se que MLS induziu atividade
tripanocida superior ao BZ em 57 vezes quando foram avaliadas a forma epimastigota e 9
vezes maior em amastigota, mostrando ter acdo alvo especifica. Nos ensaios de infeccao
celular, as células VERO foram infectadas com tripomastigotas e posteriormente incubadas
com a metade da citotoxicidade (ICso/2): (313 uM) de MLS por 12 h e depois analisou-se sua
atividade tripanocida durante oito dias. Observou-se no 8° dia maior inibicdo na taxa de
infeccdo de amastigotas (72 %) do que com o tratamento com BZ (51%) (6.84 uM). Ainda, o
numero de tripomastigotas extracelulares foi reduzido em 81 % apds tratamento com MLS
enquanto que BZ reduziu em 54 %. MLS também induziu altera¢Bes estruturais nos parasitas
como fissuras com didmetro de aproximadamente 200 nm na parte superior celular da
epimastigota e em tripomastigota uma diferenciagdo em amastigota. Desta forma, MLS
apresentou promissora eficacia tripanocida. Ademais, o fato da MLS ter induzido baixa
citotoxicidade nas linhagens celular de mamiferos (RAW 264.7 e VERO) e elevada atividade
contra os parasitas demonstra sua toxicidade alvo-especifica, tornando, assim, estas
nanoestruturas promissoras para aplicacdo no tratamento da doenca de Chagas.

Palavra Chave: Chagas, lipossomas, efeito tripanocida, citotoxicidade, nanoestruturas,
membrana lipidicas miméticas, nanocristais.



ABSTRACT

Chagas disease affects about 25 million people in the world and is caused by Trypanosoma
cruzi (T.c.). Currently, the only two drugs available for the its treatment - Benzonidazol (BZ)
and nifurtimox - cause adverse effects in the patient. With this, new drugs have been studied
in order to find more efficient therapeutic strategies, such as N, N'-Squaramide 17 (S), which
represents a compound with excellent therapeutic potential. By means of hanotechnology, it is
possible to improve the drug activity thanks to the properties of nanostructures that can
promote sustained, release using low doses of drug and increasing its concentration in tissues.
The objective of this work was to develop mimetic lipid membranes, from macrophage cell
membrane lipids (lineage RAW 264.7) and encapsulate the S in this nanostructure, thus
improving its trypanocidal efficacy on CL-Brener strain. Thus, nanostructures were developed
and characterized: (1) mimetic lipid membrane containing S (MLS); (2) empty lipid mimetic
membrane (MLV) and (3) N, N'-Squaramide 17 extruded (SE). Additionally, the physic-
chemical characteristics and the cytotoxic and trypanocidal effects of these nanostructures
were evaluated. The mean hydrodynamic diameter (dH) and zeta potential of the
nanostructures were, respectively, 196.5+ 11 nm/ - 61.43 £ 2.3 mV for MLS; 203.1 + 8.5 nm
[-129+1.2mV for MLV and 713.9 + 112.6 nm / - 45.3 + 7.45 mV for SE. It was observed
that the MLS dH reduced around 70 nm after 10 days of storage, indicated possible release of
S. The encapsulation of S in the mimetic membranes was verified using the analysis of
vibrational spectroscopy in the infrared (IR) region and It was observed that the MLS
nanostructure showed bands in 1788 cm™ and 1674 cm™ characteristics of the existing
carbonyl groups in S. In relation to the cytotoxic effects, after 72h of treatment, it was observed
that the MLV presented an excellent potential as vehicle for the delivery of drugs since there
is no cytotoxicity in the mammalian cells under the concentrations tested. On the other hand,
MLS, the nanostructure containing the S, was active against epimastigotes (ICso of 15.9 + 4.8
MM) and intracellular amastigotes (ICso of 24.99 £ 4.8 uM), in addition, induced low cytotoxicity
with 1Csp of 626.7 = 4.7 in VERO cells and 1974 + 6 in RAW 264.7, From these data, the
selectivity index (SI) was determined and it was observed that MLS induced trypanocidal
activity superior to BZ in 57 times over epimastigota form and 9 times greater in amastigotas,
showing a specific action. In the cell infection assays, the VERO cells were infected with
trypomastigotes, incubated with half of the cytotoxicity ICs0/2: (313 uM) of MLS for 12 h and
then their trypanocidal activity was analyzed for eight days. It was observed on the 8th day,
there was a greater inhibition in the infection rate of amastigotes (72%) than with the treatment
with BZ (51%) (6.84 uM). In addition, the number of extracellular trypomastigotes was reduced
by 81% after treatment with MLS while BZ reduced by 54%. MLS also induced structural
changes in parasites such as fissures with a diameter of approximately 200 nm in the upper
cellular part of the epimastigote and in tripomastigote showed a differentiation in amastigotes.
In this way, MLS presented a promising trypanocidal efficacy. In addition, the fact that MLS
has induced low cytotoxicity in mammalian cell lineages (RAW 264.7 and VERO) and high
activity against the parasites demonstrates their specific toxicity, thus making this
nanostructure promising for its application in the treatment of Chagas disease.

Key Word: Chagas, liposomes, trypanocidal effect, cytotoxicity, nanostructures, mimetic lipid
membrane, nanocrystals.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doencade Chagas

A doenga de Chagas ou Tripanossomiase Americana foi descoberta em 1909, pelo
pesquisador brasileiro Carlos Chagas em Minas Gerais (KROPF, 2008). E é considerada
endémica em 21 paises da América Latina e tem provocado mais de 7.000 mortes por ano
além de manter o risco de infeccdo em mais de 25 milhdes de pessoas (WHO, 2017). Esta
enfermidade é transmitida aos seres humanos principalmente por meio das fezes de insetos
triatomineos (vetor) com habitos hemat6fagos e conhecidos como barbeiros, percevejos ou
por outros nomes, dependendo da area geogréfica (RASSI JR et al., 2009).

Esta doenca apresenta manifestacdes clinicas variaveis e que estdo relacionadas com
fatores genéticos do parasita e do hospedeiro. Assim, a enfermidade causa elevada
parasitemia, na fase aguda, a qual é detectavel a presenca de T. cruzi na corrente sanguinea
e a localizagdo dos parasitas em alguns o6rgdos do hospedeiro. Normalmente, as
manifestacdes clinicas relacionadas a esta fase, no homem, sao febres, edemas, mialgia,
taquicardia, astenia, dentre outras (ABAD-FRANCH, 2003). Por outro lado, a fase crénica é
caracterizada por baixa parasitemia e, as manifestagfes clinicas envolvem problemas

cardiacos e/ou gastrointestinais (PRATA, 2001).

1.1.1 Etapas evolutivas do parasito Trypanosoma cruzi

O T. cruzi passa por trés distintas etapas evolutivas morfologicas e fisiolégicas
(epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas) durante seu ciclo de vida, sendo que estas
etapas sdo identificadas por meio da posicdo do cinetoplasto (massa de DNA circular

extranuclear) em relacéo ao nucleo celular e flagelo (BRENER, 1965).

A forma amastigota mede em torno de 3 a 5 um de didmetro, possui um flagelo curto
e apresenta um grande nucleo do qual se encontra o cinetoplasto em forma de bastao (Figura
1). Esta forma de T. cruzi replica-se no hospedeiro vertebrado e é capaz de se transformar na
forma epimastigota no intestino do inseto vetor. Amastigotas podem ser encontradas no
interior de muitos tipos celulares como células de fibras musculares estriadas, cardiacas e
esqueléticas. Ainda, algumas linhagens tém afinidade ao sistema nervoso podendo infectar

células da glia e neurdnios (REYES, 1991).



A forma epimastigota caracteriza-se por possuir uma forma alongada com cerca de 20
a 40 um de comprimento. O cinetoplasto tem uma forma de bastao e sao localizados na parte
interior-lateral ao ndcleo (DE SOUZA et al., 2010). Epimastigotas se replicam no intestino
médio do inseto vetor e suas multiplicacées séo realizadas por divisdes binarias longitudinais.
Nestas divisGes, as epimastigotas permanecem agrupadas formando enormes rosetas com
as extremidades flageladas dirigidas ao centro. Interessantemente, estas formas evolutivas
de T. cruzi desenvolvem-se em temperatura ambiente, ndo suportando temperatura de
hospedeiros vertebrados. Por isso, elas séo lisadas a 37 °C (REYES, 1991). A forma
tripomastigota é a mais infecciosa de T. cruzi em varios tipos celulares. Esta forma pode ser
encontrada nos meios intracelular e extracelular ou livres na circulacdo sanguinea do
hospedeiro vertebrado ou, ainda, e na parte posterior terminal do intestino do inseto vetor,
exclusivamente nas suas fezes (formas tripomastigotas metaciclicas). Esta forma evolutiva do
parasita possui cerca de 25 um de comprimento e 2 um de didmetro. O cinetoplasto tem forma
alongada e esté localizado na parte posterior ao nucleo (DE SOUZA, 2002). Na Figura 1 séo

representadas as trés formas evolutivas de T. cruzi.

Flagelo

Cinetoplasto \

Nucle

Epimastigotas Tripomastigotas Amastigotas

Figura 1. Representacfes esquematicas dos estadios: Epimastigotas, Tripomastigotas e

Amastigotas que compdem o ciclo de vida do parasito. Adaptado de TEIXEIRA et al., (2006).



1.1.2 Ciclo devida de Trypanosoma cruzi

Os triatomineos sdo insetos hemat6fagos obrigatérios e, portanto, estes vetores
podem ser infectados pelo parasita quando se alimentam do sangue humano ou de animais
infetados. Os tripanosomas que séo ingeridos através da probdscide (apéndice alongado que
se localiza na cabeca do inseto) se transformam em epimastigotas curtos; os quais se
multiplicam por divisdo binaria e se desenvolvem em formas alongadas, na parte posterior do
intestino médio dos triatomineos. Num periodo de oito a dez dias, as formas tripomastigotas
metaciclicos se localizam no intestino do vetor e sdo eliminadas pelas fezes (GUZMAN-
MARIN EUGENIO, 1990). Estas formas parasitarias sao as que infectam o hospedeiro
principalmente quando este esfrega ou coga a pele apos a picada do inseto (AGUILAR et al.,

1999). O ciclo de vida do T. cruzi € mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi: (1) As formas tripomastigotas metaciclicas do
parasita sdo depositados com as fezes do inseto vetor, ou através da superficie de mucosas,
estes infectam as células do hospedeiro e, logo, se diferenciam em amastigotas. (2) As
amastigotas sdo capazes de proliferar no ambiente intracelular. (3 e 4) As amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas e logo estas lisam a célula hospedeira e, com isso, sdo
liberados a corrente sanguinea. (5) No sistema circulatério as tripomastigotas colonizam
novos tecidos logrando uma infeccdo a nivel sistémico. (6) o0 inseto ingere parasitas ao
alimentar-se do sangue de um individuo infectado. (7) Estes parasitas se encontram no
estadio tripomastigota sanguineo, néo replicativo. (8) Ao avancar pelo trato digestivo os
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas e proliferam no trato do intestino do vetor.
(9) Quando os epimastigotas atingem o reto estes sdo estimulados a se diferenciarem em
tripomastigotas. O ciclo é fechado quando novamente um inseto ingere tripomastigotas ao se
alimentar do sangue do hospedeiro mamifero. Adaptado de STUART et al., (2008).

1.1.3 Interacdo de Trypanosoma cruzi com células hospedeiras

O processo de interacdo entre Trypanosoma cruzi e ceélulas hospedeiras esta
associado a trés mecanismos sendo eles: (1) adesdo e reconhecimento, (2) sinalizacao
celular e (3) invaséo. Alguns aspectos sobre a interacdo de T. cruzi e células hospedeiras sé&o
fundamentais para estes mecanismos, tais como: (i) a linhagem T. cruzi utilizada nos estudos,
(i) se a forma tripomastigota utilizada é delgada ou grossa e (iii) que linhagens de células
estdo infectadas. Desta forma, é possivel prever que tipo de mecanismo implica no

reconhecimento, sinalizagéo e invaséo dos parasitos (DE ARAUJO-JORGE et al., 1992).

A etapa de reconhecimento consiste na identificacdo de moléculas que estédo
presentes tanto na superficie da célula hospedeira como nos parasitas, um exemplo sdo
algumas glicoproteinas (gp) de tripomastigotas como (gp 90, gp 82, gp 35/50) que se
expressam em diferentes linhagens. Sendo assim, que estas ajudam a ter melhor vias de
sinalizag&o, que podem resultar ou ndo na internalizacdo eficiente do parasita (DE SOUZA
et al., 2010).

Na fase tripomastigota o parasito, tem a capacidade de invadir e se proliferar em
qualquer célula nucleada de mamifero (DE ARAUJO-JORGE, 1989; DE ARAUJO-JORGE et
al., 1992; BURLEIGH E ANDREWS, 1995). Entre os mecanismos mais comuns utilizados por
tripomastigotas para infectar, nos macréfagos esté a fagocitose e, para as demais células nao
fagociticas a invasdo ocorre por meio de endocitose com ou sem formacgdo inicial de
lisossomos (EPTING et al., 2010).



Independentemente do mecanismo de entrada do parasito na célula hospedeira, o
ciclo intracelular comeca com a entrada de tripomastigota, que fica contido temporalmente em
uma vesicula de membrana (vacuolos parasitoforos) (RODRIGUEZ et al., 1983). Portanto, o
parasito se encontra em meio acido ocorre secre¢do de porina (DE SOUZA et al., 2010), uma
vez que libera transialidase de superficie (TS) que elimina residuos de acidos sialico da
membrana do vacuolo permitindo, assim, que o parasita lise a membrana do vacuolo e fique
livre no citoplasma da célula hospedeira (ANDREWS E WHITLOW, 1989). Dentro do
citoplasma a forma tripomastigota se diferencia em amastigota e posteriormente, comega uma
série de divisdes binarias até estes preencherem todo o citoplasma da célula hospedeira. Ao
final do ciclo de multiplicacdo, é reiniciada nova diferenciacdo para tripomastigotas. Em
seguida, a membrana da célula hospedeira € rompida e as formas tripomastigotas passam
para o meio extracelular tornando-se capazes de infectar novas células (DE SOUZA, 2002).
Na Figura 3 sdo mostradas diversas fases da interacdo de T. cruzi com as células de

vertebrados.
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Figura 3. Vista esquemética das diversas fases de interagdo de T. cruzi com as células de

vertebrados. (A) O parasita se adere a membrana da célula hospedeira (B) Internalizacao do
parasita através de pseudopodes (C) superficie celular (D) O parasita dentro do vacuolo
parasitéfora e fusdo com os lisossomos (E) A troca de morfologia de tripomastigotas e
desintegracao da membrana do vacuolo parasitéfora (F, G) Liberacdo das amastigotas no
citoplasma da célula hospedeira. (H, |, J) Ruptura da célula hospedeira e a liberacdo dos

tripomastigotas no espaco intercelular. Adaptado de DE SOUZA (2002).



1.1.4 Diversidade genética de Trypanosoma cruzi

As diferentes populagdes de clones de T. cruzi se obtém pelo vetor ou pelo hospedeiro
vertebrado visto que atuam como reservatorios do parasito (MACEDO et al., 2004). Assim,
pacientes de zonas endémicas séo infectados por diferentes triatomineos, o que conduz a
formacdo de popula¢cdes multiclonais de T. cruzi e indugdo de diferentes caracteristicas

genéticas, bioldgicas e de comportamento destes parasitas (ANDRADE, 1999).

A nomenclatura de T. cruzi tem sido adotada em seis Unidades de Tipificaces
Discreta (DTU) denominadas como T. cruzi | (T.c. ), T. cruzi Il (T.c. Il), T. cruzi lll (T.c. lll), T.
cruzi IV (T.c. IV), T. cruzi V (T.c. V) e T. cruzi VI (T.c. VI). Estas classificagbes estdo baseadas
em estudos em que foram avaliados diferentes marcadores moleculares e de caracteristicas
biol6gicas (ZINGALES et al., 2009).

Na Figura 4 é mostrada a distribuicao geogréfica das 6 DTU’s e sua correspondéncia
com os ciclos de transmissdo de T. cruzi que podem estar associados ao ambiente silvestre
(estdo relacionados com as espécies silvestres e 0s insetos triatomineos que habitam
ambientes selvagem ) e/ou domiciliares (estdo relacionados com alguns insetos vetores que
tém colonizado diversos lugares como tijolos de construgfes primitivos de adobe, pastos e
casas com telhados de palha ) (HERRERA et al., 2007).

T.c. 1

" DOMESTICO
SELVAGEM

Figura 4. Distribuicdo geografica das 6 Unidades de Tipificagfes Discreta (DTU’s) e sua
correspondéncia com ciclos de transmisséo associadas ao ambiente silvestre e ou domiciliar.
Adaptado de HERRERA et al., (2007).



1.15 Clone CL-Brener (T.c. VI) de Trypanosoma cruzi

A linhagem CL-Brener €& representativa da linhagem hibrida T. cruzi VI, que
compreende uma forte hibridizagéo de T.c. Il e T.c. lll (ZINGALES et al., 2009). Este clone,
apresenta importantes caracteristicas tais como ser isolado do vetor domiciliar Triatoma
infestans. Além disso, seu padréo de infectividade em camundongos é muito conhecido; tem
tropismo preferencial por células cardiacas e musculares; mostra uma fase aguda clara em
humanos infectados acidentalmente e € susceptivel a farmacos (Benzonidazol ou Nifurtimox)

usados em ensaios in vivo (camundongos) (ZINGALES et al., 1997).

1.1.6 Tratamento contra a doenca de Chagas

Atualmente os quimioterapicos, sdo baseados em componentes nitro heterociclicos,
como os nitrofuran (nifurtimox) e nitroimidazole (benzonidazol). Contudo, estas opgbes
terapéuticas sdo insatisfatorias visto sua eficacia limitada na prevencéo do estagio cronico da
doenca. Além disso, a acdo destes farmacos é afetada pela duracdo do tratamento, idade,
distribuicdo geografica dos pacientes, dentre outros (ANDRADE, 1999; URBINA E
DOCAMPO, 2003).

A acédo dos Nifurtimox ocorre mediante a redu¢éo do grupo nitro a radical nitro &nion,
gue por sua vez reagem para produzir radicais livres e/ou metabdlitos eletrofilicos como os
metabdlitos de oxigénio altamente téxicos (por exemplo, anion superédxido, peroxido de
hidrogénio). Tem-se demonstrado que o Trypanosoma cruzi é deficiente nos mecanismos de
detoxificacdo dos metabdlitos do oxigénio, em particular ao peroxido de hidrogénio
(DOCAMPO, 1990). Por outro lado, o benzonidazol parece atuar através de um mecanismo
diferente (estresse redutor), que implica na modificacdo covalente de macromoléculas por
meio de nitro reducdo (DE TORANZO et al., 1988).

Estes metabdlitos (eletrofilicos) formados através do mecanismo de acéo do Nifurtimox
e Benzonidazol também podem atuar no organismo hospedeiro humano devido a sua alta
reatividade. Esta baixa especificidade de acdo em vias bioquimicas definidas do parasita
contribui para os efeitos citotoxicos observados no tratamento dos pacientes. Dentre os efeitos
adversos mais comuns, causados pela quimioterapia, destaca-se perda de peso, sonoléncia
e manifestacdes digestivas tais como nauseas, vomitos e colicas intestinais. Além disso, para
agravar ainda mais estes efeitos os tratamentos geralmente requerem longos periodos de

hospitalizacdo e sédo de alto custo (CASTRO et al., 2006).



1.1.6.1 Desenvolvimento de novos farmacos tripanocidas

O numero de investigacbes envolvidas na descoberta de novos farmacos € baixo
devido ao pouco interesse de industrias farmacéuticas em investir. Atualmente, os farmacos
empregados na clinica sdo ineficientes para terapéutica no estagio cronico da doenca de
Chagas e muitas vezes sua aplicacdo esta associada a problemas de toxicidade potenciais,
visto que seus mecanismos de a¢ado sdo baseados na inibicdo do metabolismo do parasita
como a cisteina protease (cruzipaina), tripanotiona redutase e sinteses de ergosterol
(posaconazol e o ravuconazol) (MONCAYO, 1999; WHO, 2012). Recentemente, uma nova
classe de compostos quimicos, baseada em &cido esquérico, tém sido sintetizada e tém se
demonstrada promissora para o tratamento na doenca de Chagas (OLMO et al., 2014).

1.1.6.2 Acido Esquérico

O diketocyclobutenediol (Figura 5), também conhecido como "acido esquarico" ou
"acido quadratico", foi sintetizado em 1959 por COHEN E COHEN (1966), por via hidrolise de

dichlorotetrafluorocyclobutene.

O OH

Figura 5. Estrutura do Diketocyclobutenediol. Fonte: (STORER et al., 2011).

Os composto baseado em acido esquarico tem muitas aplicacdes terapéuticos como
atividade antitumoral, anti-paltdica e atividade antichagésica (STORER et al., 2011). Dentre
alguns compostos derivados do acido esquarico destaca-se o N, N’- Squaramide 17 (OLMO
et al., 2014).

1.1.6.2.1 N, N’- Squaramide 17

O N, N’- Squaramide 17 é um agente terapéutico que apresentou elevada atividade
tripanocida contra o Trypanosoma cruzi tendo uma reducédo de 67 % da parasitemia na fase
aguda da infeccdo, em modelo camundongo apos 40° dia de tratamento comparado com o
controle (OLMO et al., 2014). (Esquema 1).



(A) CARACTERISTICA QUIMICAS ®) o. 0
Peso molecular (g/mol) 267,4 /\ﬁmj\;ﬁN
Coeficiente de particdo log P | 0,59 \N\ ' H/\/\
Area superficial polar A2 36,3 UIB-A47
Ponte de Hidrogénio 1
Doador
Ponte de Hidrogénio 3
aceptor
pKa em solucéo aquosa 8,8

Esquema 1. (A) Esquema estrutural do N, N’- Squaramide 17 e suas caracteristicas quimicas.
(B) Formado por duas aminas e um ciclo-aromatico “Acido Esquarico”; UIB-A47 registro da
patente. Fonte: (OLMO et al., 2014).

Em geral, estas caracteristicas quimicas sdo compativeis com a regra dos cinco
Lipinski (Ro5), com valores de PSA <100 A, o que esta associado com o potencial de
biodisponibilidade oral (Lipinski et al., 2001). O estudo realizado por OLMO et al., 2014 usando
o N, N’- Squaramide 17, demonstrou uma boa atividade tripanocida contra a linhagem T.
cruzi | (SN3), visto ter induzido, inibicdo parasitaria de 52% em numeros de amastigotas
intracelulares, 75 % em tripomastigotas extracelular e 67 % de taxa de infeccdo analisados

até dez dias em estudos in vitro com células VERO.

Além disso, foram demonstradas alteracdes citoplasmaticas e mitocondriais nos
processos metabdlicos do parasita como diminuicéo de 28,3%, 18,5%, 18,6% e 26,9%, de D-
lactato, L-alanina, acetato e succinato, respectivamente. Além disso, a excrecdo de piruvato
também aumentou em 81,5%, indicando que os produtos finais do catabolismo da glicose no
parasita sdo afetados (CAZZULO, 1992).
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1.2 Nanotecnologia

Atualmente os farmacos que se utilizam na clinica ndo sao direcionados para o tecido
alvo e tendem a ter biodisponibilidade deficiente (MOSCHETTA et al., 2013), resultando em
excrecao rapida e elevada toxicidade no organismo tecidual e sistematico. Para se obter um
efeito terapéutico é necessaério utilizar-se de doses massivas nos sitios de acdo desejados.
Devido a essas limitagcdes e inconvenientes pesquisadores tém buscado novas estratégias
terapéuticas a fim de melhorar a eficiéncia de moléculas farmacolodgicas existentes (LUK E
ZHANG, 2015).

Por meio da nanotecnologia pode-se obter varias vantagens em relagdo a
guimioterapia convencional. Dentre elas ressalta-se maior meia vida do farmaco favorecendo
sua circulagdo prolongada, e liberagéo sustentada do farmaco (PETROS et al., 2010). As
nanoparticulas ou nanomateriais podem ser desenhados para se obter propriedades fisicas e
quimicas desejadas e com caracteristicas especificas em relacdo ao tamanho, carga
superficial, carater de solubilidade (hidrofobicidade/hidrofilicidade) e forma geométrica, assim
permitindo um fornecimento mais eficaz de agentes terapéuticos aos sitios de acéo desejados
(LUK E ZHANG, 2015).

1.2.1 Nanotecnologia aplicada a doenca de Chagas

Os sistemas de administracdo a partir de nanofarmacos (nanoDDS) contra a doenga
de Chagas, podem favorecer a entrega seletiva de farmacos a alvos intracelulares. Estes
nanoDDS devem ter as seguintes objetivos: i) a seletividade para um Unico grupo de parasita
especifico (Gnica linhagem de T. cruzi ), ii) a farmacocinética, biodistribuicdo e transito
intracelular convenientes e iii) mostrar eficiéncia no tratamento nas duas fases da doenca
aguda e cronica (ROMERO E MORILLA, 2010).

Com o desenvolvimento de NanoDDS espera-se maior eficiéncia na acdo dos
farmacos vistos que estes podem superar barreiras intracelulares tais como a membrana
plasmatica e o microambiente complexo das células hospedeiras e subministrar pouca
quantidade do farmaco com acéo tripanocida, reduzindo sua concentracdo na circulacéo
sanguinea e aumentando nos tecidos alvos. Ademais, espera-se com o NanoDDS obter maior
meia vida do farmaco favorecendo uma liberagdo sustentada do farmaco (SOSNIK et al.,
2009).
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Assim, o designer dos NanoDDS deve ser feito para que sua acao seja especifica, ou
seja, em células hospedeiras e em epimastigotas (DE SOUZA et al., 2009) visto que
amastigotas e tripomastigotas ndo apresentam mecanismo de captacdo de NanoDDS. Por
isso, deve-se potencializar os NanoDDS visando sua eficacia para as forma amastigotas
residentes e tripomastigotas circulantes haja vista que estes sdo apresentados em todas as
fases da doenca de Chagas (ROMERO E MORILLA, 2010).

1.3 Macrofagos

Células de macréfago consistem em um tipo de leucdcitos e a sua fungédo principal é fagocitar
e digerir detritos celulares, substancias estranhas, microrganismos, células cancerigenas, etc.
Estas células tém cerca de 21 micrometros de diametro e sao produzidos pela diferenciacao
de mondcitos quando presente nos tecidos. Além da fagocitose, macréfagos desempenham
um papel critico na defesa inespecifica (imunidade inata) e também em mecanismos de
defesa especificos (imunidade adaptativa), recrutando outras células imunes como 0s
linfocitos (GEISSMANN et al., 2010).

14 Lipidios

Um lipidio € uma molécula organica composta principalmente de carbono e hidrogénio
e, em menor grau, de oxigénio. Lipidios também podem conter fésforo, enxofre e nitrogénio e
apresentam ampla gama de fungdes tais como estruturais, hormonais, fungdes de transporte,
dentre outras (FAHY et al., 2009).

Os lipidios anfifilicos constituem em um tipo de lipidios que possuem uma parte
hidrofébica e uma parte hidrofilica. Em geral, a parte hidrofébica consiste em uma cadeia de
hidrocarbonetos e a parte hidrofilica € composta por um grupo polar. Dentre os tipos de lipidios
destacam-se os fosfolipidios que sdo compostos por uma molécula de glicerol, 4cidos graxos
e um grupo fosfato. Este ultimo esta unido a outro grupo de atomos, entre os quais geralmente
estdo incluidos nitrogénio, fésforo, oxigénio, carbono e hidrogénio (COLLIER E
MESSERSMITH, 2001). Na Figura 6 é mostrada uma estrutura tipica de um fosfolipidio.
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Figura 6. Estrutura de fosfolipidios, formado por uma cabeca hidrofilica (Colina, fosfato,
glicerol) e uma cauda hidrofébica (Acidos Graxos). As letras apresentam: (A) Formula
guimica, (B) Modelo espacial. Adaptado de TZANETOINOYAOZ (2014).

1.5 Membrana celular

Membranas biolégicas sdo compostas por fosfolipidios e proteinas, mostrando
propriedades fisicas como permeabilidade e fluidez. Por sua vez, a tendéncia a agregacao e
a forma estrutural organizada deriva desde a arquitetura as carateristicas anfotéricas das
moléculas fosfolipidicas (EIBL, 1984). Diferentes compostos de fosfolipidios tém sido
observados em diferentes membranas biolégicas com referéncia as suas bicamadas lipidicas
internas e externas (EDIDIN, 2003). Na monocamada externa se encontra a fosfatidilcolina
(PC) e esfingomielina (SM) enquanto a monocamada interna contém fosfatidiletanolamina
(PE), fosfoinositol (PI) (pequenas quantidades) e fosfatidilserina (PS) (YAZDANBAKHSH et
al., 2000; MCNAMARA et al., 2010).
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1.6 Lipossomas

Lipossoma é o termo usado geralmente para descrever estas estruturas esféricas
fechadas com composicao lipidica (BANGHAM et al., 1965). A formacao destes lipossomas
€ espontanea quando os fosfolipidios sdo expostos a um ambiente aquoso. Este efeito é ainda
resolvido por varias forcas intermoleculares, como interacdes eletrostaticas, ligacbes de
hidrogénio, bem como forcas de Van der Waal e de dispersdo (ISRAELACHVILI et al., 1980).
O resultado destas interacdes € a formag¢do de um compartimento aquoso central circundado
por uma ou mais camadas fosfolipidicas concéntricas (lamelas). Devido a sua natureza
anfipatica, as substancias ou farmacos hidrofilicos estao na cavidade aquosa, os hidrofébicos
estdo dentro da membrana lipidica e anfifilicos podem ser incorporadas dentro dessas
vesiculas lipossomais (Figura 7) (LAOUINI et al., 2012).

P

Farmacos
hidrofébicos

Farmacos
hidrofilicos

XX %
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Figura 7. Modelos lipofilicos e hidrofilicos de encapsulamento de farmacos. Farmacos
hidrofilicos podem ser incorporados interior do meio aquoso e farmacos hidrofébicos na parte
interna das caudas dos lipidios. Adaptado de LAOUINI et al., (2012)

Os lipossomas sdo materiais relativamente biocompativeis, biodegradaveis e néo
imunogénicos, e sdo largamente utilizados como veiculos farmacéuticos para moléculas
lipofilicas e solaveis em agua. Outras vantagens destas estruturas, que tornam seu uso
promissor, resultam do seu potencial uso como vetores ativos de entrega de farmacos devido
a sua capacidade de melhorar a agdo farmacoldgica de farmaco por favorecer sua maior
solubilidade, estabilidade, biodistribuicdo e, ainda, favorecendo sua liberagdo sustentada
(LIAN E HO, 2001).
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2 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas compbe painel das doencas tropicais negligenciadas
estabelecido pelo Research and Training in Tropical Disease/ Drugs for Neglected Disease
initiative (TDR/DND:i), uma vez que ela atinge principalmente populactes de baixa renda. O
tratamento é ineficiente e h& pouco interesse de indastrias farmacéuticas em investir no
desenvolvimento de novos farmacos ou novas formas farmacéuticas. Nesse sentido,
pesquisas com foco na busca de moléculas ativas com potencial terapéutico sédo de grande
relevancia na atual conjuntura. O estudo prévio com N, N’-Squaramide 17 mostrou um
significativo efeito tripanocida induzindo alteragbes metabodlicas e estruturais em
Trypanosoma cruzi (OLMO et al., 2014), o que sugere seu uso potencial no desenvolvimento

de novos farmacos.

Por meio da nanotecnologia é possivel favorecer a atividade citotoxica de farmacos,
gracas as propriedades inerentes dos sistemas nanoestruturados que possibilitam: (1)
circulacao prolongada, (2) liberagéo sustentada do farmaco e (3) maior especificidade ao sitio
alvo. Para isso, as nanoestruturas podem ser planejadas para se obter propriedades fisico-
quimicas  especificas tais como tamanho, carga superficial, carater de
hidrofobicidade/hidrofilicidade e geometria e, assim, atingir as atividades biolégicas desejadas
e especificas ao objetivo do pesquisador. Atualmente h& poucos estudos sobre o uso de
nanotecnologia para tratamento de Chagas e as principais dificuldades na terapéutica desta
doenca deve-se ao fato do parasita se disseminar facilmente no organismo e evadirem
facilmente ao sistema imune, infectando varios tipos celulares. Os lipossomas sao
nanosistemas de liberagdo de farmacos amplamente investigados. Em decorréncia das
caracteristicas inerentes destes materiais, ressalta-se a possibilidade de formacdo de
lipossomas a partir da bicamada lipidica de membranas celulares, tais como a de macréfagos.
A vantagem deste tipo de membranas lipidicas miméticas (composto por proteinas e lipidios)
é revelada por potencialmente desencadear baixa imunogenicidade, alta biocompatibilidade

e especificidade celular.

Neste trabalho desenvolveu-se membranas lipidicas miméticas a partir de células de
macroéfagos (linhagem RAW 264.7) para liberagcdo do agente tripanocida N, N’-Squaramide
17 a fim de se determinar sua citotoxicidade em células de mamiferos e em parasitas e
também avaliar a potencial eficacia terapéutica deste sistema nanoestruturado para Doenca

de Chagas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver e caracterizar membranas lipidicas miméticas associadas a N, N’-

Squaramide 17 bem como avaliar seu efeito potencial terapéutico para doenca de Chagas.

3.2 Obijetivos especificos

e Desenvolver sistemas nanoestruturados: 1) membrana lipidica mimética vazia (MLV),
2) membrana lipidica mimética com N, N’-Squaramide 17 (MLS), e 3) N, N'-
Squaramide 17 extrusado (SE) pelo método de extrusdo a partir da linhagem de
macrofago RAW 264.7 e o N, N’-Squaramide 17.

e Caracterizar algumas propriedades fisico-quimicas como diametro hidrodindmico e
carga elétrica dos produtos desenvolvidos (MLV, MLS, SE) por meio de
espectroscopia de correlagéo de fétons e potencial Zeta.

e Determinar o tamanho modal e formato geométrico de MLV, MLS e SE por microscopia
eletrbnica de transmissao.

e Avaliar a estabilidade e o indice de polidispersividade dos sistemas nanoestruturados
(MLV, MLS) sob diferentes potencias hidrogenidnicos (pH=4, 7, 9) durante dez dias.

e Determinar a interacdo molecular entre membranas lipidicas miméticas e N, N’ -
Squaramide 17 para identificar se houve encapsulacdo do S na nanoestrutura por meio
de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho.

e Avaliar a citotoxicidade dos sistemas nanoestruturados (MLV, MLS e SE) em cultura
de células de mamiferos (macréfagos da linhagem RAW 267.4 e VERO) por meio do
teste de viabilidade celular alamarBlue® (Resazurina).

e Auvaliar o efeito citotoxico dos sistemas nanoestruturados em um grupo filogenético de
Trypanosoma cruzi (CL-Brener) utilizando amastigotas e epimastigotas, tratados com
0s sistemas nanoestruturados.

e Determinar a porcentagem de taxa de infeccdo, numero de amastigotas e
tripomastigotas extracelular de Trypanosoma cruzi em cultura de células VERO
durante oitos dias tratados com os sistemas nanoestruturados.

e Determinar alterac6es morfolégicas e estruturais em tripomastigotas e epimastigotas
de Trypanosoma cruzi (CL-Brener) ap6s tratamento com MLS, MLV e SE por meio de

microscopia eletrénica de varredura.



4  MATERIAIS

4.1 Material

4.1.1 Reagentes
Tabela 1. Listagens de Reagentes

REAGENTES

Metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich)

Soro fetal bovino (SFB) (Gibco)

Industrias quimicas)

Cloroformio grau GC-MS (Charlau | Antibidticos (Penicilina e Estreptomicina)

(Life Technologies Laboratories)

Tampéao fosfato salina (PBS) (Sigma- | alamarBlue® “resazurina” soédio sal

Aldrich) (Sigma-Aldrich)
Agua deionizada Dimetilsulfoxido (DMSO)
Hemina Meio de cultivo RPMI 1640 (Gibco);

Inc.)

Acetato de uranila 5% (Polysciences | Tripsina-EDTA (0,25%) (Life Technologies

Laboratories)

formvar (Pelco)

Tela de cobre 200 Mesh coberta com | Benzonidazol (BZ) “N-Benzyl-2-nitro-1H-

imidazole-1-acetamide” (Sigma-Aldrich),

N, N’- Squaramide 17 (S) (ANEXO A).

Corante pandtico (Lanorlcin)

4.1.2 Materiais
Tabela 2. Listagens de materiais

MATERIAIS

Baldo para rota evaporacao

Membranas de policarbonato com poros de
100 nm

Crio tubos

Placas de 24 e 96 pocos de fundo chato
(Corning)

Camara de Neubauer

Microtubos tipo eppendorf de 0,6, 1,5 e 2
mL

Garrafas de cultura 25, 75 e 500 cm2
(Corning)

Tubos tipos falcon de 15 e 50 mL.

Laminula vidro

4.1.3 Equipamentos
Tabela 3. Listagens de Equipamentos

EQUIPAMENTOS

Modelo

Analisador de tamanho de particulas e
potencial Zeta de superficie

ZetaSizer modelo Nano ZS (Malvern)

Microscopio eletrénico de varredura

JSM-7001F (Jeol)

Microscopio eletrénico de transmisséo

EM 109 (Zeiss)

Balanca analitica

AUW 220D (Shimadzu)

Rotaevaporador

R210 (Buchi)

Conjunto de extrusao

610023 (Avanti Polar Lipids)

Espectrofotbmetro UV-Vis

Shimadzu

Microcentrifuga

MiniSpin (Eppendorf)

Leitor de microplaca

SpectraMax M5 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA)
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4.1.4 Cultivo e manutencéao de células e parasitos

A linhagem celular VERO ATCC CCL 81 (fibroblastos de rim de macaco verde da
Africa) (Obtido do laboratério de Patologia Molecular) e linhagem celular RAW 264.7 ATCC
TIB 71 (macréfago murino peritoneais de linhagem celular) (Obtido do laboratério de
Microscopia) foram mantidas em RPMI com vermelho de fenol e suplementados com 10% de
soro bovino fetal a 37 °C em incubadora com 5% de CO2 umidificado (TEMPONE et al., 2005).

A linhagem do parasita CL-Brener (forma epimastigotas) (Obtido do laboratério de
Patologia Molecular) foi mantida a 27 °C em meio de cultivo RPMI-1640 (Life Technologies
Laboratories) contendo penicilina (5 units/mL) e estreptomicina (5 pg/mL) (Gibco-BRL), 10 ml
de tampao Hepes (25 mM; Gibco), 0.03 M Hemina, 10 ml de L-glutamina (200 mM; Sigma,
St. Louis, MO, EUA) suplementada com 10% de soro bovino fetal inativado (Gibco, Grand

Island, NY, EUA (FERNANDEZ-PRESAS et al., 2010).

5 METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Patologia Molecular e de Microscopia
Eletronica da Universidade de Brasilia sob supervisdo da prof. Dra. Marcella Lemos Brettas
Carneiro e Dra. Izabela Bastos e no Laboratério de Nanobiotecnologia da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)-CENARGEN sob supervisdo da Dra. Cinthia Bonatto
e do Dr. Luciano Paulino da Silva.

O projeto foi desenvolvido em seis etapas experimentais sendo que nas duas primeiras
foram realizadas a sintese e caracteriza¢do dos sistemas nanoestruturados e as seguintes
etapas foram realizadas as andlises de atividades biologicas dos sistemas nanoestruturados

frente ao Trypanosoma cruzi.



Esquema 2. Etapas do projeto.

1.- Produgao e
desenvolvimento

2.- Caracterizacio
de nanoestrutura

3.- Anilises de
Citotoxicidade ICg,
(concentragio
minima para inibir
50% da populacio
celular)

4.- indice de
seletividade IS

5.- Ensaio de
infectividade

6.- Analises de
alteracdes ultra-
estruturais

5.1 Obtencdao de lipidios a partir de macrofagos da linhagem RAW 264.7

A linhagem celular de macrofago RAW 264.7 foi mantida em frascos de cultura até se

obter uma quantidade de aproximadamente 1 x 10® células/mL. Logo, as células foram

A partir de extragio
de lipidios de células
macrofagos RAW
267.4

De nanoestruturas

Anilises
Espectroscopia de
correlagio de fotons
e Potencial Zeta
Anilises

Espectroscopia
Vibracional na
Regifio do
Infravermelho

=-N,N Squaramide 17
-Membranas lipidicas miméticas Vazias (MLV)
-Membranas lipidicas miméticas com N,N
-Squaramide 17 (MLS)
-Benzonidazol (BZ)

IS= IC50 de célula
VERO/IC50 de

Amastigotas
intracelular.
Analises em células
Vero por 8 dias
Epimastigotas
1C50/2
Tripomastigotas

Por método de
extrusio

Didimetro
hidrodinimico

Potencial Zeta No primeiro e

décimo dia
Estabilidade das
nanoestrutura Potenciais
hidrogenidnicos
(pH: 4,7,9)

Interacio molecular entre as
membranas lipidicas miméticas
com o N, N'-Squaramide 17

IC50 nas formas epimastigota

IC50 em células VERO e
Macréfagos RAW 267.4

IC50 nas formas amastigotas
intracelular em células Vero

Porcentagem de taxa de
infeccio

Porcentagem de inibicio de
amastigotas intracelulares

Porcentagem de inibi¢io de
tripomastigotas extracelulares
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lavadas em uma solucao isotdnica contendo tampéo fosfato salina (pH 7.4; 0.01 M). Depois,

as células foram centrifugadas e colocadas em uma solucao hipotdnica de agua deionizada

para finalmente obter-se o pellet de células contendo fosfolipidios e colesterol naturais

presentes nas membranas e foram armazenadas a 4 °C até o uso.

O processo de obtencdo dos lipidios, foi baseado em metodologia previamente

descrita no pedido de depdsito de Patente Privilégio de Inovacdo no. BR1020150020694,

intitulada “Processo de obtencido de moléculas bioativas em sistemas carreadores micro e
nanoestruturados. 2015, Brasil” (ANEXO B).
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5.2 Desenvolvimento dos sistemas nanoestruturados por método de extrusao

ApoOs a obtengdo dos filmes de fosfolipidios adicionou-se cinco mililitros de agua
deionizada para produzir as composicoes investigadas neste estudo: 1) membranas lipidicas
miméticas vazias (MLV), ou seja, membranas na auséncia de farmacos (controle) e 2)
membranas lipidicas miméticas contendo N, N’- Squaramide 17 (MLS), sendo o farmaco na
dosagem de 0,032 M). As solu¢des produzidas foram submetidas a agitagdo em vortex por 1
minuto e, em seguida, ao processo de extrusdo que consiste em passar estas solugdes
através de membranas de policarbonato com poros de 100 nm em um extrusor. Este trata-se
de uma estrutura cilindrica dentro de um invélucro de metal que segura as membranas
porosas com firmeza e, em cada lado da estrutura, uma seringa é conectada (Figura 8). Com
isso, as solugBes tornam-se esféricas com um didmetro médio definido através dos poros da
membrana. Em nosso ensaio, as solugbes produzidas foram injetadas vinte vezes de uma
seringa para a outra através da membrana porosa. Finalmente, para o0 sistema
nanoestruturado de composto ativo N, N’- Squaramide 17 extrusado (SE), procedeu-se com
a extrusao deste composto na dosagem de 0,032 M. Na figura 8 esta representado o conjunto

de extrusao (Avanti Polar Lipids).

- | rr P,
@ ‘Al IO

Figura 8. Conjunto de extrusdo (Modificado de Avanti Polar Lipids)

Este conjunto esta composto de um mini extrusora que contém, dois anéis em O e duas
seringas herméticas a gas. Sua funcionalidade consiste em que os lipidios sdo carregados na
seringa doadora e sempre terminando na seringa receptora para evitar a contaminagéo e €
passado através do filtro vinte vezes. Nesta extrusdo foi produzido trés sistemas
nanoestruturados: 1) Membranas lipidicas miméticas vazias (MLV), ou seja, membranas na
auséncia de farmacos (controle); 2) membranas lipidicas miméticas contendo N, N’-
Squaramide 17 (MLS), sendo o farmaco na dosagem de 0,032 M) e, 3) O composto ativo N,
N’- Squaramide 17 extrusado (SE) (na dosagem de 0,032 M).
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5.3 Caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados

As analises para a determinacdo de ligagBes quimicas, forma, tamanho, indice de
polidispersidade e potencial zeta das nanoestruturas foram realizadas por espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, microscopia eletrénica de transmisséo e espalhamento

de luz dindmico e os resultados sao descritos a seguir.

5.3.1 Andlises dos sistemas nanoestruturados por espectroscopia vibracional na

regido do infravermelho (IR)

As analises do IR foram realizados no laboratério de Nanotecnologia Ambiental da
Universidade de Brasilia, Campus Planaltina sob supervisao da professora Dra. Otilia Eichler
Vercillo. As membranas miméticas foram primeiramente liofilizadas utilizando-se de sacarose
(350 mM) como crioprotetor a uma proporcéo de 1:1, 1 mL das nanoestruturas (MLV, MLS) e
1 mL de sacarose (KANNAN et al., 2015), também foi analisado o N,N’- Squaramide 17. Os
espectros vibracionais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) foram registrados em
espectrémetro Perkin-Elmer modelo 400. A amostras foram maceradas e misturadas com
brometo de potassio (KBr) em almofariz de agata e depois introduzidas em pastilhas para

realizacdo de leitura, com resolucéo de 2 cm?, via andlise de 32 scans.

5.3.2 Espectroscopia de correlacdo de fotons e potencial Zeta para avaliacéo do

diametro hidrodinamico.

O diametro hidrodinamico das estruturas formadas foi determinado pela técnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS) em equipamento Zetasizer Nano ZS utilizando laser He-
Ne (4 mW) a 633 nm. Foram realizadas trés medi¢cdes sendo estas realizadas a temperatura
ambiente sob pH 7,0 e sob deteccao de dispersdo de luz em um angulo de 173°. O tamanho
das particulas (diametro hidrodindmico), polidispersividade (Pdl) bem como o potencial zeta
de superficie das mesmas foram obtidos por meio do Zetasize software (Malvern Instruments
7.1).
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5.3.3 Anélises de tamanho por microscopia eletrénica de transmissdo-MET.

As andlises de MET (Jeol JEM-1011), foram realizadas no laboratério de Microscopia
Eletrébnica da Universidade de Brasilia. As amostras (MLS, MLV, SE) foram colocadas em
grade (malha) a uma proporcéo de 1:1000 em agua deionizada. Em seguida, as amostras
foram contrastadas com Tetréxido de 6smio (OsO.) a 1% por 7 minutos. Logo, foram
adquiridas 10 imagens e mediu-se o didmetro modal de 100 nanoestruturas através do
programa Image Pro Plus e nanoestruturas foram avaliadas de acordo com a distribuicdo de

classes.

5.3.4 Avaliagdo da estabilidade das nanoestruturas submetidas a diferentes

potenciais hidrogenibnicos.

A estabilidade e o tamanho das nanoestruturas, sob diferentes pHs (4, 7 e 9) foi
analisada por meio do método de dispersédo de luz dindmica. Para isso, as nanoestruturas
foram colocadas em diferentes solugbes de pH (pH = 4, 1M HCI em PBS; pH = 7, tampéao
fosfato; e pH =9, 10 M NaOH em PBS). Todas as solugfes foram filtradas utilizando um filtro
millipore de 0,45 um (ROY et al., 2016).

5.4 Linhagem CL-Brener T.c. VI de Trypanosoma cruzi

Para realizar os ensaios de atividade bioldgica in vitro, foram utilizados tripomastigotas
CL-Brener (T.c. VI) de Trypanosoma cruzi que foram obtidos a partir de uma cultura de
epimastigotas em meio de cultura RPMI suplementado com 10 % de SFB, mantida sob estas
condicbes por trés semanas para expansdo celular. Em seguida, estes parasitas foram
obtidos por centrifugacdo a 2400 g durante 10 minutos. Logo, o sedimento foi ressuspendido
em soro ativado (soro sem inativar por calor) e incubado por 12 horas sob 37 °C e, 5% de
CO:.. Os tripomastigotas obtidos foram utilizados para infectar células de mamifero (VERO) e
a partir destes foram reusados em varios passagens de infeccdo, até usar em posteriores
ensaios (CARDOSO E SOARES, 2010).
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5.5 Ensaios de atividade bioldgicas in vitro

Os ensaios de atividade biolégica foram realizados em duas etapas sendo a 12 Os
valores de citotoxicidade (ICso) de Benzonidazol (BZ), S, MLV, MLS e SE em epimastigotas,
amastigotas intracelulares, células de macréfago RAW 264.7 e células VERO em 72 h de
tratamento. A partir destes resultados determinou-se os indices de seletividade celular Sl=
(ICso citotoxicidade celular) / (ICso citotoxicidade de amastigotas intracelulares). Na segunda
etapa, realizou-se o0 ensaio de infeccdo celular e foram utilizadas as dosagens em que se
obteve Sl maiores que 10, e as células foram tratadas com a metade da citotoxicidade (ICs0/2)
obtidos do ICso da célula VERO durante 12 horas. Apos, removeu-se o meio de cultura RPMI
substituindo-o por meio fresco e a cada 48 h foi quantificada a inibicdo parasitéria
(porcentagem de taxa de infec¢cdo, niumero de amastigotas intracelular e namero de
tripomastigotas extracelular) em células VERO por um periodo total de oito dias. No esquema

3, é apresentado um resumo dos dois processos do ensaio bioldgicos.

Ensaio de
atividade
biologica in vitro

A 4

1. Ensaio de
citotoxicidade in
vitro (72 horas)

¥ v v
Ensaio de ICso de célula . -
citotoxicidade VERO e Ig,so Amastigotas
em epimastigotas macrofago RAW mt,racclular em
ICs0 264.7 Ensaio de indice Célula VERO.

de seletividade I
I—> celular = ICso
célula VERO /
ICs0 amastigotas

Selecido de SI
maior a 10

<

A 4

2. Ensaio de
infecao celular
por 8 dias

Tratamento por
12 horas ICso /2

<
<

A4

Analises de
inibi¢do cada 48

horas
Numero de Numero de
Porcentagem de - . .
. - amastigotas tripomastigotas
taxa de infeccao .
intracelular extracelular

Esquema 3. Ensaio de avaliacdo das atividades biologicas
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5.5.1 Ensaios de citotoxicidade

Os diferentes tratamentos para os ensaios de toxicidade em epimastigotas,
amastigotas intracelular e citotoxicidade celular tanto em células VERO, como macréfago

RAW264.7, tiveram as seguintes condicoes:

O farmaco de referéncia benzonidazol (BZ) foi dissolvido em DMSO a uma
concentragao de 5% (controle positivo) e esta solugao foi utilizada como estoque. Em nossos
ensaios, a concentracdo final de DMSO nos experimentos nunca excedeu 0,25%
(Volume/Volume), para ndo afetar a viabilidade dos parasitas e das células (AZEREDO et al.,
2014). Os sistemas nanoestruturados (MLV, MLS e ES) e o S foram dissolvidos em agua
deionizada. Em nossos ensaios, a concentragdo final destes tratamentos nos experimentos

nunca excedeu 0,01% (Volume/Volume).

A porcentagem de viabilidade celular (teste com resazurina), foi realizado de acordo
com a equacao abaixo, onde A é a fluorescéncia dos tratamentos, B € a fluorescéncia do

branco (médio de cultura com alamarBlue ®) e C é a fluorescéncia do grupo controle.
%Viabilidade = [(A —B) / (C —-B)] x 100

Para determinacdo do ICso (concentragdo maxima para inibir 50% da populagéo
celular) foram calculados plotando a concentracdo de farmaco versus as porcentagens de
viabilidade celular tanto para epimastigota, amastigotas intracelular e citotoxicidade celular.
Os resultados foram analisados usando GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
Califérnia, USA).

5.5.1.1 Ensaios de citotoxicidade em epimastigotas

Os tratamentos com BZ, S, MLV, MLS e SE foram realizados utilizando diluig&o seriada
nas dosagens de 100 a 6,25 uM (OLMO et al., 2014) e foram preparadas em uma placa de
96 pocos. Em seguida 2,5 x 10° células mL™ foram ressuspendidas em 150 uL e adicionados
as placas. Ap6s 48 horas, foi realizada a analises de viabilidade celular utilizando o reagente
com alamarBlue® (resazurina) (foram adicionados 20 microlitros por pogo de resazurina - 3
mM-, totalizando em cada poc¢o um volume final de 220 microlitros. As células foram incubadas
por 24 horas e, em seguida, foi feita a leitura da fluorescéncia em um leitor de placas

Spectreman (excitacdo 570 nm / emiss&o 595 nm) (ROLON et al., 2006).
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5.5.1.2 Ensaios de citotoxicidade em células VERO e macr6fago RAW 264.7

A linhagem celular VERO e macrofago RAW 264.7 foram cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10 % SFB a uma densidade de 1 x 10* células/pocos em microplacas de
96 pocos durante 48 horas. ApGs este periodo os tratamentos com BZ, S, MLV, MLS e SE foi
realizada uma diluicdo seriada nas dosagens de 800 a 6,25 puM (modificado de OLMO et al.,
2014) e sob um periodo de 72 horas. ApGs 72 horas, foi realizada a andlises de viabilidade
celular utilizando o reagente com alamarBlue® (resazurina) (foram adicionados 20 microlitros
por poco de resazurina — 0,39 mM-, totalizando em cada poco um volume final de 220
microlitros. As células foram incubadas por 2 horas e, em seguida, foi feita a leitura da
fluorescéncia em um leitor de placas Spectramax (excitagdo 570 nm / emissdo 595 nm)
(PACE E BURG, 2015).

5.5.1.3 Ensaios de citotoxicidade em amastigotas intracelulares em célula
VERO

A linhagem celular VERO foi cultivada em meio RPMI contendo 10 % SFB e semeadas
a uma densidade de 1 x 10* células/pocos em microplacas de 24 pocos e foram cultivadas
durante 48 h. Depois, as células foram infectadas com tripomastigotas do parasita T. cruzi
(linhagem CL-Brener) em uma proporcao de 10:1, respectivamente durante 24 h. Apos este
periodo, os parasitas presentes no meio de cultura foram eliminados mediante remocao do
meio seguido de lavagem com PBS. Em seguida, os tratamentos com BZ, S, MLV, MLS e SE
foram adicionadas ao meio de cultura das células realizando com uma diluicdo seriada nas
dosagens de 100 a 6,25 pM (OLMO et al., 2014) durante 72 horas. A avaliacdo do potencial
terapéutico dos tratamentos foi feita analisando-se a porcentagem de inibicdo de parasitas
apoés o tratamento e foi associada com a concentragdo inibitoria de 50% da cultura celular
(ICs0). As amastigotas no interior das células foram fixadas e coradas com kit Pandtico
contendo trés solugbes (triariimetano 0,1%; xantenos 0,1% e tiazinas 0,1%) conde foram
utilizados um volume de 0,5 mL incubando as células por 15 segundo. As células foram
lavadas com &gua deionizada a cada processo. Logo, o numero de amastigotas foi
determinado mediante a andlise de 200 células para cada grupo experimental distribuidas em

campos microscopicos e analisados aleatoriamente.
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5.5.2 Avaliagéo do indice de seletividade celular

Apoés andlise dos dados de citotoxicidade celular dos tratamentos em VERO e em
amastigotas intracelulares, determinou-se os indices de seletividades (SI) em que se aplicou
a seguinte formula: Sl= ICso referente a citotoxicidade nas células / ICso citotoxicidade em
amastigotas intracelulares. De acordo com Olmo et al., (2014) considera-se um farmaco
seletivo quando este apresenta um indice de seletividade maior ou igual a 10. Assim, pbde-
se escolher os indices de seletividades que resultaram em maior potencialidade terapéutica.
Com isso, foram realizados os ensaios de infec¢do de T. cruzi em células VERO cujo objetivo
foi determinar a eficacia tripanocida dos tratamentos durante um periodo de oito dias
(GONZALEZ et al., 2005; SANCHEZ-MORENO et al., 2011; MARIN et al., 2013; OLMO et al.,
2013; OLMO et al., 2014; MARIN et al., 2016a).

5.5.3 Ensaios de infecgdo de T. cruzi em células VERO

As células foram cultivadas sob as mesmas condi¢des acima mencionadas durante 48
h. Depois, as células foram infectadas com formas tripomastigotas de T. cruzi, huma
propor¢cdo de 10:1 respectivamente. Os tratamentos com BZ, S, MLS foram realizados
utilizando a doses da metade da citotoxicidade (ICso/2) obtidos da metade do ICso da célula
VERO (ltem 5.5.1.2) e as células foram incubadas durante 12 horas a 37°C em 5% CO.. Os
parasitas nao fagocitados (parasitas que ndo conseguiram entrar nas células) e foram
removidos por remoc¢do do meio e lavagem em PBS e as culturas infectadas foram mantidas

sob crescimento durante oito dias sendo que o meio de cultivo era substituido a cada 48 horas.

A atividade tripanocida dos tratamentos foi determinada de acordo com 0s seguintes
critérios: 1) a porcentagem de taxa de células infectadas; 2) o numero de formas amastigotas
por célula infectada e 3) nimero de tripomastigotas contidos no meio, em culturas tratadas e

néo tratadas (Olmo et al., 2014).

As células foram coradas com panético conforme item 5.5.1.3. A porcentagem de
células infectadas e o numero médio de amastigotas por célula infectada foram determinados
por meio de analises em 200 e 100 células, respectivamente, distribuidas nos campos
microscopicos analisados aleatoriamente a cada 48 h. O nimero de tripomastigotas no meio
foi determinado usando microscopio 6ptico e avaliando as células em uma cémera de

Neubauer.
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Para se obter a percentagem de inibicdo parasitaria foi selecionado o ultimo dia de
analise (oitavo dia) e utilizou-se o grupo controle (células na auséncia de intervencéo

terapéutica).

5.6 Alteracdes ultraestruturais em epimastigotas e tripomastigotas

As epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas a uma densidade de 5 x 10° células/mL
em meio de cultura RPMI contendo os compostos testados has suas concentracoes de ICso/2,
este foi tomado a partir do ICs de epimastigotas (Item 5.5.1.1). Apés 72h essas culturas foram
submetidas a centrifugagéo a 3000 rpm por 10 minutos e os pellets produzidos foram lavados
em PBS e fixados por uma hora a temperatura ambiente com solucéo fixadora contendo 2%
de formaldeido e 2,5% de glutaraldeido em tampao cacodilato de sédio (0,1 M, pH 7,2). Em
seguida, as amostras foram lavadas em tampéo cacodilato 0,1 M e aderidas em laminulas
previamente cobertas com poli-L-lisina (Sigma). Apés a aderéncia, foi realizada a pos-fixacao
utilizando com uma solucao de tetréxido de 6smio (OsO4) a 1% contendo 0,8% de ferrocianeto
de potassio. Em seguida, os parasitas foram desidratados em concentracdes crescentes de
acetona (30, 50, 70, 90, e 100%), submetidos a secagem em ponto critico, metalizados com
ouro e observados em microscopio eletrénica de varredura (Jeol JSM-7000F). Foram
coletadas cinco imagens das amostras visualizadas empregando uma voltagem de feixe de
15 kV.

Para realizacdo deste ensaio 0s tripomastigotas, foram cultivadas a uma densidade de
4 x 10° células/ mL em meio RPMI (2% SFB) contendo as composicées testadas nas suas
concentracdes de 1Cso/2 (Item 5.5.1.2). Apos 12 h, essas culturas foram submetidas para a
analise em microscopia eletrdnica de varredura utilizando com a mesma metodologia

empregada para epimastigotas e acima mencionadas.

5.7 Andlises estatisticas

Todos os resultados, quantitativos, foram avaliados quanto ao tipo de distribuicdo de
dados por meio do teste de normalidade de Shapiro Wilk. Logo, a homogeneidade de
variancias foi analisada por meio do teste de Levene. Os valores de significancia de p
encontrados nos métodos de Shapiro Wilk e no de Levene foi de p > 0,05. Estes resultados

nortearam nossa escolha para os posteriores testes (paramétrico ou ndo paramétrico).
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Os resultados obtidos foram expressos como média (+ desvio padrdo) de trés
experimentos independentes e para realiza¢do das andlises estatisticas relativas ao indice de
toxicidade e infeccao foi realizada Analise de Variancia (ANOVA) one way ou two way,
respectivamente, seguida pelo método pdés-teste Dunnett's (bicaudal) comparando-se o0s
tratamentos BZ, S, SE e MLV com MLS, Foram consideradas diferencas estatisticamente
significantes quando p < 0,05.

Todas as andlises foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 7.0
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencéo de lipidios e desenvolvimento dos sistemas nanoestruturados

Os lipidios foram obtidos a partir da linhagem de macrofago RAW 264.7 e a formagéo
de membranas lipidicas miméticas foram obtidas com sucesso. A metodologia de extracao foi
feita de acordo com BLIGH E DYER (1959) realizando-se algumas modificagdes (Anexo B).
Este método favorece a separacdo de lipidios (moléculas hidrofobicas) a partir de matrizes
celulares e esta técnica é baseada em uma mistura entre solventes a agua, metanol,
cloroférmio e os lipidios. Subsequentemente, os solventes polares e ndo polares ndo sdo mais
misciveis e, assim, obtivemos duas fases visto que os lipidios se separam de acordo com sua
polaridade. Assim, por meio deste tipo de extracdo, especificamente no solvente do
cloroférmio foram obtidos diferentes tipos de lipidios. Um estudo realizados por ANDREYEV
et al., (2010) demonstrou que os principais fosfolipidios que se encontram na matriz da
membrana celular de macréfago RAW 264.7 séo glicerofosfolipidios, lipidios do prenol como

precursores de vitamina E e K, esfingolipidios e lipidios de esterol.

As membranas lipidicas miméticas vazias (MLV) (Figura 10. B), foram obtidos por
meio de processo de extrusdo. Sabe-se que estes fosfolipidios podem sofrer alteracdes
quimicas e fisicas ap6s adicdo de agua no meio. Estas alteracdes pode ser causado pelas
agregacdes moleculares espontaneas (EIBL, 1984). Portanto, as folhas de bicamada de
fosfolipidios foram orientadas de tal maneira que a porgéo polar da molécula permanece em
contato com o ambiente polar e ao mesmo tempo protege a parte nao polar (NOGUEIRA et
al., 2015).
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Também realizamos o processo de extrusdo do composto ativo N, N’- Squaramide 17
(ES). Sabe-se que este fArmaco apresenta grupos aminas terciarios separados das unidades
de Squaramide por um segmento de cadeia alifatica de dois a trés metilenos. Este arranjo é
particularmente adequado para induzir transic6es conformacionais dos Squaramide de formas
estendidas (Z, Z) para (Z, E), que sao significativamente favorecidas pela ligacdo de
hidrogénio intramolecular entre o grupo amina e o grupo N-H de N,N’- Squaramide 17 (ANEXO
E) (OLMO et al., 2014).

Nosso trabalho mostrou formagcdo de nanocristais (Figura 10. C). Sabe-se que a
formacdo de nanocristais de farmacos pode decorrer de varios fatores relacionados ao
processo de extrusdo como a termodinamica (solubilidade, tenséo interfacial sélido-liquido,
solubilidade, temperatura etc.), cinética (supersaturagdo, mobilidade molecular, largura de
zona metaestavel) e reconhecimento molecular (ligagcdes de hidrogénio, ligacdes né&o
covalentes, redes moleculares) (SHEKUNOV E YORK, 2000; JUNGHANNS E MULLER,
2008; MAHANTY et al., 2010; KOVACIC et al., 2012). Estes fatores facilitam o processo de
Bottom-up que significa que estes nanocristais foram formados a partir de moléculas livre de
N, N’ Squaramide 17.

A encapsulagéo de N,N’- Squaramide 17 foi realizada por meio do método de carga
passiva que consiste na encapsulacao do farmaco durante o processo de formacao dos
lipossomas (método de extrusao) (PANDEY et al., 2016). O N, N’- Squaramide 17 é uma
molécula altamente hidrofilica devido a sua massa molecular baixa (267,4 Da) e apresenta
apenas um doador de ligacdo de hidrogénio (OLMO et al., 2014). TYAGI E GHOSH (2011)
demonstraram que os farmacos hidrofilicos podem ser encapsulados dentro do nucleo interno
dos lipossomas. Ademais, um prévio estudo realizado por TOMAS et al., (1999) mostrou, com
éxito, a encapsulacdo de um derivado do acido esquarico em lipossoma. Por outro lado,
segundo os resultados obtidos na espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IR),
nds mostramos que o N, N’- Squaramide 17 foi associado as membranas miméticas lipidicas
(Figura 10. A). Por outro lado, é provavel que a encapsulagéo do S, foi primeiramente formado

0S nanocristais e logo a encapsulagdo nas membranas lipidicas miméticas por agregacao.
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6.2 Caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados

6.2.1 Andlises dos sistemas nanoestruturados por espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho (IR)

Para verificar se o S foi associadas as membranas miméticas lipidicas, os espectros

de IR foram empregados, na Figura 9 sdo mostrados os espectros de IR da MLV, MLS e S.

No espectro de S (Figura 9. A) foram mostrados picos de absor¢do entre 1674 cm™ e
1789 cm™,que sdo referentes as vibragées de alongamento de C=0 (carbonilas) e outras
bandas em 1620 cm™ e 1542 cm™ que séo relacionas as ligacdes de C=C e N-H (TONG et
al., 2018) .

Os picos caracteristicos das membranas lipidicas vazias (Figura 9. B), estdo
presentes em 3392 cm que sdo vibragdes de R-NH; e 1052 cm™ de NHs*, as vibracdes de
PO estédo na regido 995 cm™ e os POO? estdo na regido 1136 cm?* (NZAI E PROCTOR,
1998; BRIDELLI et al., 2013; JULIETA et al., 2013).

Quando S foi associado a bicamada lipidica (Figura 9. C) encontramos a presenga
das bandas em 1788 cm™ e 1674 cm™ que séo correspondentes as carbonilas contidas em S.
Também observamos a presenca do pico 2954 cm?, referente as bandas de estiramento da
ligagdo C-H dos grupos CH, do farmaco. Outras bandas que também evidenciam a
incorporacdo do fArmaco as membranas miméticas lipidicas sdo as bandas em 1620 cm™ e
1542 cm™ que comprovam a presenca da ligacdo C=C e N-H do S. Assim, concluimos, por
meio da analise de IR (Figura 9) que o S foi encapsulado com as membranas lipidicas

miméticas, o que foi consistente com os resultados obtidos por meio de MET (Figura 10. A).



30

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

150 MLS T T T T T T T T T T T T -

100

50

o

Transmitancia (%)
a
o (@]

150

100
50
ol A ]
. I . 1 : 1 . 1 2 ) 1 : 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 9. Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho dos sistemas nanoestruturados
e farmaco livre analisados por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IR).
As letras mailsculas representam os compostos em estudos: A.- N, N’- Squaramide 17 (S),
B.- Membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV) e C.- Miméticas com N, N’- Squaramide 17
(MLS). As letras minUsculas mostram picos de absorcdo do IR: a.- 1674 cm? e 1789 cm®
C=0:; b.- 1542 cm™ de C=C; c.- 3392 cm™? de R-NH3:; d.- 1052 cm™ de NH3*, e.- 995 cm™ de
PO?; f.- 1136 cm? de POO?; g.- 2954 cm™ de C-H

6.2.2 Espectroscopia de correlacado de fotons e potencial Zeta para avaliagao do

diametro hidrodinamico.

O tamanho das particulas (diametro hidrodindmico), indice de polidispersividade (Pdl),
bem como o potencial Zeta de superficie das amostras foram obtidos por meio da técnica de

espalhamento de luz dindmico (DLS) em equipamento Zetasizer Nano ZS (Tabela 4).

O potencial zeta € um parametro importante usado para prever a estabilidade fisica
das nanoestruturas. Um alto valor de potencial zeta indica estabilidade aumentada do sistema,
uma vez que poderia fornecer uma forca repelente entre as nanoparticulas (HUNTER, 2013).
Ademais, o Pdl é usado para representar a distribuicdo de nanoparticulas e indica uma baixa

agregacao de particulas quando seu valor é <0,5 (YUSUF et al., 2012).
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A MLS e a MLV mostraram tamanhos inferiores a 200 nm, e um Pdl menor que 0,5.
Em contraste, o SE apresentou tamanhos maiores que 700 nm e um PdI maior que 0,5. O
potencial Zeta da MLV e SE foram menores que -60 mV, enquanto, que o da MLS que foi de
-61,43 (= 2,30) mV.

Em geral, observou-se que a MLS apresentou uma boa estabilidade fisica e que suas
particulas estdo mais dispersas (Figura 10. A). Por outro lado, notou-se que a MLV mostrou
uma aglomeragédo de particulas devido a seu baixo potencial zeta (Figura 10. B) ) (KIRBY E
HASSELBRINK JR, 2004).

Ainda, o SE apresentou agregac¢do de particulas (Figura 10. C) tendo um diametro
hidrodindmico (dH) de 713,9 (+ 112,6) nm e um Pdl de 0,601 (+ 0,079). Estes agregados
ocorrem quando as forcas atrativas de Van der Waal entre particulas séo maiores do que as

forcas repulsivas eletrostaticas (HUNTER, 2013).

Tabela 4 Propriedades fisicas-quimicas das diferentes nanoestruturas e N, N’- Squaramide
17 extrusado (SE).

Nanoestrutura e Diametro indice de Potencial Zeta
farmacos hidrodin&dmico (nm) polidispersividade (mV)
MLS 196,2+ 11,0 0,418 + 0,086 -61,43 + 2,30
MLV 203,1 +8,5 0,428 + 0,092 -1293+1,21
SE 713,9+112,6 0,601 + 0,079 -45,33+ 7,45

Diametro Hidrodinamico, indice de polidispersividade e Potencial Zeta foi medido por DLS, os
resultados sdo referentes as médias de trés experimentos independentes (média + desvio
padrao). N, N’- Squaramide 17 (S), Membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV),
Membranas Lipidicas Miméticas com N, N’- Squaramide 17 (MLS) e N, N’- Squaramide 17
Extrusado (SE).

6.2.3 Anélises de tamanho por microscopia eletronica de transmissao (MET)

A morfologia e o tamanho das nanoestruturas foram analisados por meio de MET
(Figura 10). As membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV) apresentaram forma irregular
(Figura 10. B) e um didmetro modal (Dm) de 217,04 (£ 179,77) nm (Figura 11. B). J4 as
membranas lipidicas miméticas com N, N’- Squaramide 17 (MLS) apresentaram particulas
circulares e tamanho heterogéneo (Figura 10. A) e o Dm destas particulas foi de 191,19
(59,82 nm) (Figura 11. A). Ademais, foi observado que N, N’- Squaramide 17 Extrusado (SE)
apresentou um nanocristais (Figura 10. C) com um Dm de 150,85 (+110,60 nm) (Figura 11.
C).
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Figura 10. Caracteristicas morfologicas das nanoestruturas analisados por microscopias
eletrdnicas de transmissdo (MET). (A) Membranas Lipidicas Miméticas com N, N’-
Squaramide 17 (MLS), (B) Membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV) e (C) N, N’-
Squaramide 17 Extrusado (SE).
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Figura 11. Histogramas de distribuicdo de classes (N=100 particulas) referentes aos valores
de tamanho de particulas avaliados por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). (A)
Membranas Lipidicas Miméticas com N, N’- Squaramide 17 (MLS), (B) Membranas Lipidicas
Miméticas Vazias (MLV) e (C) N, N’- Squaramide 17 Extrusado (SE).
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6.2.4 Avaliacao da estabilidade das nanoestruturas submetidas a diferentes

potenciais hidrogenibnicos

O dH e o PdI das nanoestruturas foram determinados no primeiro e no décimo dia por
meio do método de DLS (Tabela 5). Todos os experimentos foram avaliados em diferentes

pHs (pH 4, 7 e 9) e sob a temperatura de 4 °C.

Foi observado que houve agregacao de particulas quando se analisou a MLV apés 10
dias de armazenamento 360,0 (x 87,2 nm). Estudos preliminares demonstraram que
pequenas vesiculas podem interagir entre eles e formar lipossomas maiores, mostrando
agregados ou maior forca de atracdo com tamanhos maiores que 200 nm (LOPES et al.,
1999). Sob o pH 7 e 9 ndo se observou mudangas significativas no dH destes sistemas
nanoestruturado no primeiro dia. Contudo, no décimo dia notou-se que o dH foi superior a 300
nm. Em contraste, sob o pH 4 observou-se reducdo no dH (145 nm). Esta variagcdo de dH
poderia ser atribuida pela ionizacao-dissociacao de grupos superficiais da nanoestrutura, o

gue reduziu a repulsdo de cargas facilitando sua diminuigdo de tamanho (ROY et al., 2016).

Com relagé@o ao dH da MLS notou-se uma reducéo de 196,2 (£ 11) nm para 126,5 (+
0,7) nm apds 10 dias de armazenamento. Este resultado esta de acordo com VIDEIRA et al.,
(2013) em que foi demonstrado que a desestabilizacdo ou diminuicdo de tamanho de um
lipossoma esta relacionada com a liberagdo do farmaco encapsulado. Dessa forma, de
acordo com a Figura 12 em que € demonstrada a distribuicdo de particulas analisadas por
DLS, notou-se que no primeiro dia (Figura 12. A) a MLS apresentou uma distribuicdo
monomodal comparado ao décimo dia em que se observou uma distribuicao bimodal (Figura
12. B). Esta observacéo poderia ser resultado da liberacéo do principio ativo, sendo tamanhos

maiores a 1990 nm.

O dH da MLS, analisado sob diferentes pHs, mostrou uma redugéo de tamanho sendo
196,2 nm no primeiro e 126,5 nm no décimo dia. Por exemplo, em pH alcalino a MLS
apresentou valores entre 108,2 (+1,8) a 108,8 (+ 2,3) ao passo que em pH neutro variou de
105,5 (+0,9) e 106,8 (+0,3) e sob pH &cido os valores foram de 103,9 (+ 1,4) a 108,8 (+ 2,3)
entre o primeiro e décimo dia, respectivamente. Ademais, foi notado que para todas as
solugdes aquosas nao variaram os Pdl que ficaram entre valores de 0,207 e 0,251. Portanto,
esta reducdo poderia ser atribuida pela dominancia de forcas de repulsdo entre os
fosfolipidios (GARIDEL et al., 1997). Valores de pH menores que 6.5 favorecem o processo
hidrolitico dos lipossomas (ROY et al., 2016).
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MLS apresentou valores de dH entre 103 nm (1° dia) e 108 nm (10° dia) sob diferentes
pHs. Estes valores poderiam ser atribuidos entre a interagdo do S com o colesterol presentes
nas membranas lipidicas. Sabe-se que os lipossomas que contém colesterol na sua estrutura
mantém alta estabilidade em diferentes solu¢des aquosas tanto para acido como alcalino.
Desta forma, este lipidio pode manter-se em equilibrio apds os processos de hidrélises e
agregacdes (RAMANA et al., 2010; YANDRAPATI, 2012). Por outro lado, o principal objetivo
das andlises de estabilidade tem em vista sua potencial aplicacdo na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética (CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2011).
farmacéutica amostras de MLS, no processo de manufatura, poderiam ser colocadas em

Por exemplo na

diferentes solu¢des aquosas que hipoteticamente seriam estaveis.

Tabela 5. Variagdo no didmetro hidrodindmico e indice de polidispersividade das diferentes

nanoestruturas avaliadas ap6s um e dez dias da sua producéo sob diferentes pHs.

Dial Dia 10
_ Diametro indice de Diametro _Indice de
hidrodinamico - o hidrodinamic | polidispersividad
polidispersividade
(nm) 0 (nm) e

MLS
(Solvente 196,2 + 11,0 0,418 + 0,086 126,5+0,7 0,292 + 0,029
agua, pH7)
MLV
(Solvente 203,1+8,5 0,428 + 0,092 360,0 + 87,2 0,424 + 0,091
agua, pH7)
MLSpH9.5 [108,2+1,8 0,251 + 0,032 108,8 + 2,3 0,245 + 0,009
MLSpH7.4 [1055+0,9 0,226 + 0,008 106,8 + 0,3 0,220 + 0,009
MLSpH 4.1 ]104,3+0,6 0,203 + 0,021 1039+ 1,4 0,207 + 0,018
MLV pH9.5 [261,6+106,5 |0,461+ 0,091 307,9+116,6 |0,416 + 0,099
MLV pH 7.4 |293,8 £ 98,7 0,521 + 0,221 983,8+621,1 |0,765+ 0,237
MLV pH 4.1 195,0+£11,9 0,452 + 0,070 145,9 £ 26,7 0,384 + 0,154

Os dados sao referentes a médias de trés experimentos separados (média + desvio padrao)
medidos por DLS. Membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV), Membranas Lipidicas
Miméticas com N, N’- Squaramide 17 (MLS) e N, N’- Squaramide 17 Extrusado (SE).
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Figura 12. Distribuicho da MLS medido por espalhamento de luz dindmico (DLS). A)
Distribuicdo monomodal da MLS no primeiro dia e B) Distribuicdo bimodal no décimo dia.

No solvente agua pH de 7.0 realizada durante a sinteses.

6.3 Ensaio de atividades bioldgicas in vitro
6.3.1 Citotoxicidade de Membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV)

Antes de iniciar os estudos sobre atividade bioldgica das composicbes, aqui
desenvolvidas, foi feito um ensaio em que se analisou a citotoxicidade da MLV a fim de
verificar se estas membranas poderiam ser consideradas bons “veiculos” farmacéuticos e,
assim, validar nosso modelo de nanoestrutura. Bom, para isso, a citotoxicidade da MLV foi
analisada em células VERO e em macrofagos RAW 264.7 empregando doses de 50 a 800
MM e avaliadas ap6s 72 horas de tratamento (Figura 13). Ndo se observou efeito citotdxicos
da MLV nas células analisadas, o que nos mostra que estd composi¢do MLV tem excelente

potencialidade para utilizagdo como sistema de entrega de farmacos diversos.
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Figura 13. Porcentagem de Viabilidade celular em célula VERO e Macréfago RAW 264.7

tratadas com MLV durante 72 horas. Foi empregado o ensaio de viabilidade celular de

alamarBlue® (Resazurina). Il células VERO e Llcélula de macréfago RAW 264.7. Os
resultados sdo expressos como média (+ desvio padrdo) de trés experimentos
independentemente e analisados por meio de ANOVA Two way (ns: ndo significancia
estatistica).

6.3.2 Ensaio de citotoxicidade.

A avaliacdo do efeito de Benzonidazol (BZ), N, N’-Squaramide 17 (S), Membranas
Lipidicas Miméticas Vazias (MLV), Membranas Lipidicas Miméticas e N, N’- Squaramide-17
(MLS), N, N’- Squaramide 17 extrusado (SE) foi realizada empregando-se o teste
fluorimétrico de alamarBlue® (Resazurina). A atividade tripanocidas destes tratamentos foi
avaliada nas formas epimastigotas e amastigotas de CL-Brener (T.c. VI) e ainda foi avaliada
a possivel citotoxicidade nao-especifica em células VERO e macréfagos da linhagem RAW
264.7. Os indices de seletividade (Sl), calculados neste ensaio, sao apresentados na Tabela
6.
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A maioria dos estudos sobre a atividade in vitro de novos compostos contra o T. cruzi
sdo realizados em formas epimastigotas, razao pela qual, € muito mais facil trabalhar com
estas formas in vitro. No entanto, uma vez que as formas extracelulares ndo sao as formas
desenvolvidas do parasita em hospedeiros vertebrados, as avaliaces feitas com estas
formas séo apenas indicativas da potencial atividade tripanocida dos compostos testados.
Consequentemente, um teste preliminar usando formas epimastigotas axénicas deve
sempre ser complementado por uma avaliacdo subsequente usando formas intracelulares
(amastigotas em células hospedeiras de vertebrados) para melhor interpretagcdo dos
resultados (GONZALEZ et al., 2005).

Neste estudo, foram investigados o efeito de BZ, S, MLV, MLS e SE nas formas
epimastigotas e amastigotas (doses de 6,25 a 100 uM) de T. cruzi e em células VERO e
Macréfago RAW 264.7 (doses de 50 a 800 uM) no periodo de 72 h de tratamento. Os valores
da concentracao inibitéria de 50% (ICso), calculados com os dados deste ensaio, sédo
mostrados na Tabela 6. Nesta tabela também sdo apresentados os valores de ICso relativos
ao farmaco de referéncia (BZ).

De acordo com os dados observou-se que o SE induziu baixa atividade tripanocida
comparada ao BZ e a MLS em ambas formas de T. cruzi. A MLV ndo apresentou nenhuma
atividade citotoxica. Contudo, S e MLS foram as nanoestruturas que induziram maior
atividade tripanocida. Sobretudo, foi notado que estas apresentaram maior atividade
tripanocida do que o BZ, farmaco de referéncia empregado clinicamente contra Doenca de
Chagas.

Quando se avaliou a atividade citotéxica em células VERO, observou-se que 0 ICs
foi cerca de 561 e 627 uM, apos do tratamento com S e MLS, respectivamente.
Consideramos este resultado bastante promissor, visto que demonstra que os tratamentos
avaliados, S e MLS, apresentaram menor toxicidade inespecifica (células saudaveis) e ainda
foram menos citotéxicos do que que 0 BZ (ICs0 13,6 uM).

De acordo com Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) (RASSI E DE
REZENDE, 2012) o indice de seletividade (SI) de um novo medicamento, contra a doenca
de chagas devem ter um Sl igual ou superior a 10. Os valores de Sl encontrados para S e
MLS foram superiores a 10, o que indica potencial terapéutico elevado. Por exemplo, o
tratamento com S induziu atividade tripanocida superior ao BZ em 50 vezes na forma
epimastigota e 4 vezes em amastigota. Em relacdo a composicao MLS observou-se que esta
induziu atividade tripanocida superior ao BZ em 57 vezes quando foram avaliadas a forma
epimastigota e 9 vezes maior em amastigota. Assim, é notavel o grande potencial terapéutico
das composicbes S e MLS para o tratamento, visto estes resultados preliminares com a

linhagem CL-Brener (T.c. VI) de Trypanosoma cruzi.



Tabela 6. Atividade citotdxica e indice de seletividade (SI) de BZ, S, MLV, MLS e SE*. sobre as formas extracelular e intracelular de

Trypanosoma cruzi e em células VERO e macréfago RAW 264.7.
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ICs0 Toxicidade

ICso (uM) ICs, Toxicidade (uM) ” S|°©
Eérmacos e Formas Fo rma_s
sistema Formas amastigotas Célula Vero Célula Macrofago [Formas _amastlgotas
nanoestrutura epimastigotas |intracelular em |[(uM) Raw264.7 (uM) |epimastigotas mtrac,:elular

célula vero em célula
VEIro

BZ 15,81 +4.63 4,76 £ 4.45 (B) [13.68 £8,26 (C) [554.80 +4.90 (D) (0.86 2.89
S 13,12 £5.12 51.18 + 4.91 (B)|561.26 + 6.06 (C]1654.377 +5.20 (D)[42.77(50) 10.96(4)
MLV - - - - - -
MLS 15,85 +4.82 24.92 + 4.80 626.68 +4,63 1973.97 £5.98 39.53(57) 25.14(9)
SE 62,43 6,72 (A) |107.6 + 5.46 (B)|806.22 +4,07 (C)[1605.47 + 9.90 (D) [12.91(15) 7.49(3)

# Benzonidazol (BZ), N, N’- Squaramide 17 (S), Membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV), Membranas Lipidicas Miméticas com N, N’-
Squaramide 17 (MLS) e N, N’- Squaramide 17 Extrusado (SE). Os resultados representados na tabela sédo referentes as médias de trés
experimentos independentes (média + desvio padrédo). a. ICso corresponde a concentracdo minima para inibir 50% das formas epimastigotas e
amastigotas. As células foram tratadas com 6,25 a 100 yM e incubadas por 72 h. b. ICso em células VERO e macréfagos da linhagem RAW
264.7. As células foram tratadas com 50 a 800 uM e incubadas durante 72 h. c. indice de seletividade (SI) representa = ICso (célula VERO) / ICso
(Parasita forma extracelular e intracelular). Em parénteses € mostrado o numero de vezes que as nanoestruturas excedem o Sl (sobre formas
epimastigota e amastigota intracelular de T. cruzi) em relacdo ao farmaco de referéncia (BZ). Letras maiusculas (A, B, C, D) denotam diferenca
estatistica entre MLS e os diferentes tratamentos (BZ, S, SE). Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando P<0,0001.

Os dados foram analisados por meio de ANOVA one way seguidos de poés teste de Dunnett’s.
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N, N’- Squaramide 17 induziu baixa citotoxicidade nas células VERO e RAW 264.7.
Contudo, este composto promoveu alta atividade tripanocida com ICsode 13.12 (£5.12) uM e
51.18 (x4.91) uM para as formas epimastigotas e amastigotas. Isto demonstra que este
farmaco apresentou toxicidade especifica ao alvo, ou seja, foi mais citotéxico para formas
amastigota e epimastigota de T. cruzi (linhagem CL-Brener - T.c. VI) do que para células
saudaveis de vertebrados (células VERO de macaco e RAW.247 de murino). Resultados de
atividade tripanocida foram também obtidos por Olmo et al., (2014) o qual eles mostraram
atividade tripanocida deste mesmo farmaco contra T. cruzi (linhagem SN3 - T.c. I)
demonstrando ICsp de 9.4 (£0.4) yM e 8.5 (x0.4) uyM para as formas epimastigotas e
amastigotas intracelulares, respectivamente. Ademais, MARIN et al., (2016b) demonstraram
atividade deste farmaco contra leishmaniose. Esta capacidade citotoxica do S tem sido
atribuida ao acido esquarico. Estudos prévios tém demonstrado que derivados deste acido
aumentam significativamente a lipofilicidade e, portanto, eles tém a sua distribuicdo tanto no

interior da célula como nos lisossomas (SAMPEDRO et al., 2014).

Provavelmente existe uma relacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas das
particulas (Tabela 4) e sua citotoxicidade (Tabela 6). A internalizagdo de particulas nas
células vém sendo largamente estudada (WILHELM et al., 2002; WIN E FENG, 2005; CHO et
al., 2009; VILLANUEVA et al., 2009; PETROS et al., 2010; VERMA E STELLACCI, 2010; KIM
et al., 2012; DUAN E LI, 2013). Neste contexto, todos os tipos de células de mamiferos usam
0 processo de endocitose para se comunicar com 0s ambientes biol6gicos, internalizando ions
e biomoléculas (IVERSEN et al., 2011). Umas das formas das células absorverem particulas
€ por meio de células fagociticas (macréfagos, células dendriticas e neutrdfilos), visto que
estas células podem internalizar diferentes tipos e formas de particulas tais como agregados,
nanoestruturas opsonizadas ou maiores que 0,5 uym (PARK, 2013). A internalizacdo de
nanoestruturas em células de mamiferos, ndo-fagociticas, ocorre principalmente por meio de
pinocitose ou difusdo direta. Por outro lado, estruturas em formatos geométricos influenciam
a dinamica de captacédo celular. Por exemplo particulas esféricas geralmente levam a
internalizacao de nanoestruturas mais rapidas do que outros tipos de formas como cilindrica
e cubica (BLANCO et al., 2015).

Em nosso estudo nds demonstramos que SE tem um indice de polidispersividade
maior que 0,5 apresentando tendéncia a aglomeracao e uma estrutura amorfa (Figura 10. C).
Em contraste, a MLS possui um Pdl menor do que 0,5 e uma estrutura esférica (Figura 10.
A). Estas aglomeragdes do SE, podem afetar ao comportamento quimico das nanoestruturas
dentro dos sistemas ou solucdes biolégicas (PARK, 2013). Neste sentido, uma aglomeracéo
alta, causa menos internalizagdo nas células. Em nosso estudo, a citotoxicidade de SE em
células VERO foi menor (ICso: 806,22 + 4,07 uM) do que com a MLS (ICso: 626,68 £ 4,63 uM).
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Em contraste, 0 ICso do SE em células de macréfagos RAW 264.7 foi de 1605 (+ 9,9)
UM e da MLS foi de 1973,97 (+ 5,98) uM. Uma hip6tese € que esta diferenca de citotoxicidade
poderia ser atribuida a diferenca entre tamanho e presenca de aglomeracéo nanoestruturados
(Figura 10. C). CHONO et al., (2007) demonstraram que lipossomas entre 100 e 2000 nm
foram mais captados por células de macrofagos comparado com lipossomas com tamanhos
menores. Portanto, provavelmente nosso SE teve maior processo fagocitico (alta agregacao),

causando assim maior toxicidade comparado com a MLS.

6.3.2.1 Mecanismo hipotético da acdo tripanocida da MLS sobre as formas

amastigotas de CL-Brener no interior da célula VERO.

Com respeito ao mecanismo de liberagéo de farmacos encapsulados com lipossomas,
estas nanoestruturas podem ser adsorvidas na superficie celular ou fundir-se com a
membrana celular, liberando, assim, o seu conteldo no citoplasma celular. Ainda, pode
ocorrer a troca direta ou mediada por proteinas de transferéncia de componentes lipidicos ou
por endocitose de lipossomas que séo eventualmente acumulados nos lisossomos das células
(TORCHILIN, 2005).

Por outro lado, existe um mecanismo de internalizacdo de farmaco chamado
"parasitétropo lisossomo tropico" (DE DUVE et al., 1974; CHOWDHARY et al., 2016). Este
mecanismo consiste em duas etapas sendo que a primeira € a formacdo de vacuolos
parasitoforas que se fusionam com os lisossomas, formando os fagolisossomas. Igualmente,
os lipossomas, contendo farmacos, também podem ser fusionados com os lisossomas
formando os lisossomos tropicos. A segunda etapa baseia-se nas interacdes e fusdes entre o
fagolissomas e os lisossomotropicos, causando assim a desintegracéo do parasita. E bem
conhecido que os lisossomas tem um ambiente acido e rico em enzimas propicio para causar

a degradacao ou hidrélises do seu conteudo (MAO et al., 2013).

Portanto, é provavel que a MLS sofra um processo de degradacao que pode afetar o
ambiente citoplasmatico da célula e, consequentemente, sua toxicidade. Esta pesquisa
demonstrou alta atividade tripanocida da MLS contra as formas amastigotas intracelulares.
Um estudo realizado por XIMENIS et al., (2017) demonstrou que, sob diferentes pHs (2 a 8),
o N, N’- Squaramide 17 entram em um processo de hidrélises, indicando a separacao do acido
esquarico e de duas amidas (ANEXO F). Uma das vantagens deste acido é conter uma familia
de oligbmeros aromaticos que sao compostos com capacidades consideraveis de ser

doadores e aceitadores de ligacbes de hidrogénio. Ademais, estes apresentam propriedades
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dinmicas favoraveis que permitem adocao de estruturas secundarias (ANEXO D) (ROTGER
et al., 2006).

Em resumo, MLS depois de internalizadas, nas células, sob distintos processos de
endocitoses, poderiam passar por uma etapa de fusdo de lisossomas e fagolissomas com o
parasita causando um processo de acao tripanocida nas formas amastigotas. Assim, &
provavel que o nanocristais do &cido esquarico interaja com alguma molécula essencial para
0 metabolismo do parasita intracelular causando redug&o na sua replicagdo no interior da
célula. Portanto, isto poderia explicar sua relevante atividade antiparasitaria (tripanocida) a
qual é comprovada pelo fato do ICso da MLS (24,92 + 4,80 uM), em amastigotas (ANEXO 7
C), ter sido tao significativo (P < 0,0001) em comparacéo ao S (ICso: 51,18 + 4,91 uM) (ANEXO
7 B) (Tabela 6).

6.4 Ensaio deinfeccéo celular

O objetivo deste ensaio foi determinar os efeitos das composi¢cbes em células
hospedeiras e, para isso, avaliou-se a propagacdo do parasita em células VERO
determinando a porcentagem de taxa de infeccdo e o numero médio de amastigotas

intracelular e tripomastigotas no meio extracelular durante oitos dias.

As células VERO foram incubadas com formas tripomastigotas de T. cruzi durante 12
horas. Subsequentemente, as células foram avaliadas quanto a presenca de infeccdo, em
seguida, a conversdo morfoldgica progressiva para as formas amastigotas ocorreu (Figura
14). Durante o 1° ao 8° dia, a porcentagem de taxa de infeccdo das células hospedeiras
aumentou gradualmente e notou-se que 60 % das células foram infectadas no oitavo dia
(Figura 15).

Figura 14. Célula VERO infectada com T. cruzi- CL-Brener. As células foram coradas com kit
de coloragdo Pandtico. A seta indica amastigotas no interior da célula (40 X), apds de 12 horas

de infecgdo com parasitos.
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Em nosso estudo analisamos a taxa de infeccdo celular durante oitos dias visto que
h&d muitas pesquisas demonstrando que nao existe diferenca significativa em relacdo ao
controle nas primeiras 96 horas de analises ap0s infec¢do celular e tratamento com farmacos
tripanocidas, como é o caso do BZ (GONZALEZ et al., 2005; SANCHEZ-MORENO et al.,
2011; MARIN et al., 2013; OLMO et al., 2013; OLMO et al., 2014;: OLMO et al., 2014; OLMO
et al., 2015; MARIN et al., 2016a).

Na maioria dos estudos sobre ensaios de atividade de novos compostos anti-parasitas,
séo selecionadas as dosagens que tiveram maior efeito inibitério sobre o crescimento in vitro
dos parasitas e que ao mesmo tempo, tiveram menor efeito toxico sobre células VERO. Assim

optamos por a metade da citotoxicidade (ICso/2) de cada tratamento.

Além disso, para realizacdo de infec¢do celular foram considerados os indices de
seletividades demonstrados na Tabela 4, e foram escolhidos os S| maiores que 10 e que,
neste caso, foram de 10,96 e 25,14 para S e a MLS, respectivamente. A partir destes dados
foi utilizada as dosagens de ICso/2, ou seja, 6,84; 280,63 e 313 UM para BZ, S e a MLS,

respectivamente.

Assim, utilizando dosagem equivalente a ICso/2, para estes tratamentos, verificou-se
gue, a taxa de infeccdo, apoés tratamento com BZ, S e MLS, foi menor do que em relagdo a
controle, mas ndo na mesma extenséo. A reducgéo da taxa de infecgdo foi em torno de 81 %
para S e cerca de 86% para a MLS. Neste ensaio notamos que 0s tratamentos com S e a
MLS, composicdes avaliadas neste trabalho foram mais eficazes em inibir a infec¢éo de T.
cruzi do que o farmaco padréo que é usado clinicamente no tratamento de Doencga de Chagas,
0 BZ (MLS 86% x BZ 17%). Ainda, observou-se que a taxa de infeccdo nas células tratadas

com BZ, no 8° dia, ndo mostrou diferenga estatistica em relagéo ao controle (Figura 15).
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Figura 15. Porcentagem de taxa da infeccdo de T. cruzi em células VERO tratadas com a
dose de ICso/2.

B Benzonidazol (BZ) (ICso/2:6.84 pM), N, N’- Squaramide 17 (S) (ICs0/2:280.63 uM) e B
Membranas Lipidicas Miméticas contendo N, N’- Squaramide 17 (MLS) (ICs50/2:313.34 uM) e

células sem tratamento (controle). Os resultados sao expressos como média (x desvio
padrdo) de trés experimentos independentes e analisados por meio de ANOVA Two way
seguido de poOs-teste de Dunnett's. As porcentagens representam inibigdo da taxa de infecgéo

em relagdo ao controle do oitavo dia. *Asteriscos representam diferencas estatistica foram
consideradas quando P < 0,05.

Por outro lado, o numero médio de amastigotas por células VERO foi contabilizado e
estes dados estédo representados na Figura 16. Apdés oito dias sob tratamento, verificou-se
gue S reduziu o numero de amastigotas por célula em cerca de 62 %, enquanto a MLS reduziu
em 72 % e BZ em torno de 51%. Ainda, o 6° dia, observou-se diferenca estatistica entre S e
MLS (P < 0,001) sendo mais eficiente a MLS nesse dia.
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Figura 16. Numero de amastigotas de T. cruzi em células VERO tratadas na dose de ICso/2.

M Benzonidazol (BZ) (ICs0/2:6.84 uM), N, N’- Squaramide 17 (S) (ICs0/2:280.63 uM) e B
Membranas Lipidicas Miméticas contendo N, N’- Squaramide 17 (MLS) (ICs50/2:313.34 uM) e

célula sem tratamento (controle). Os resultados sé&o expressos como média (£ desvio

padrdo) de trés experimentos independentes e analisados por meio de ANOVA Two way

seguido pos-teste de Dunnett’s. As porcentagens representam inibicdo da taxa de infeccéo

em relacdo ao controle do oitavo dia. *Asteriscos representam diferenca estatistica entre MLS

e diferenca estatisticas foram considerando quando P < 0,05.

Foi feita também a contagem de tripomastigotas presentes no meio de cultura (Figura

17) até o 8° dia do experimento. De acordo com este experimento o BZ, inibiu em 54%, S em

56% e MLS em 81% o numero de amastigotas no meio comparado com o controle em que

ndo se observou qualquer inibicao.
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Figura 17. Numero de tripomastigotas do T. cruzi em células VERO tratadas com ICso/2.

B Benzonidazol (BZ) (ICs0/2:6.84 pM), N, N’- Squaramide 17 (S) (ICso/2: 280.63 uM) e
B Membranas Lipidicas Miméticas contendo N, N’- Squaramide 17 (MLS) (ICs0¢/2:313.34 uM)
e L_Icélulas sem tratamento (controle). Os resultados s&o expressos como média (x desvio
padrdo) de trés experimentos independentes e analisados por meio de ANOVA Two way
seguido po6s-teste de Dunnett’s. As porcentagens representam inibicdo da taxa de infecgéo
em relacdo ao controle do oitavo dia. *Asteriscos representam diferenca estatistica entre MLS

e diferenca estatisticas foram considerando quando P < 0,05.

Os dados aqui obtidos sobre a infec¢cdo de parasitas em células VERO estdo em
consonancia com os resultados relativos a atividade tripanocida apresentados na Tabela 4
para formas intracelulares amastigotas (ICso: 24.92 + 4.80 pM) de T. cruzi visto que 0s
parasitas perderam sua capacidade de infecdo em 86%. Ademais, a multiplicacdo das
amastigotas intracelular foi reduzido em 72 % o que afetou a inibicdo de ndmero de
tripomastigotas extracelulares em 81 %. Com estes resultados fica evidenciado que MLS teve

alta atividade tripanocida visto a acéo de S.

Por outro lado, OLMO et al., 2014 mostraram que, ao utilizar S em cepas SN3 (T.c.
[) in vitro, houve uma inibicdo parasitaria de 67 % (taxa de infec¢do) sendo reduzido a
multiplicacdo de 52% de amastigotas intracelulares e de 75 % de tripomastigotas
extracelulares. E nosso estudo (linhagem usados aqui o CL-Brener T.c. VI), obtivemos uma
inibicdo parasitaria de 81% de taxa de infeccdo, de 62 % em numeros de amastigotas
intracelular de 56 % e de tripomastigotas. Esta diferenca entres os dois estudos, em relac&o

ao efeito tripanocida de S, pode estar associada com as diferentes respostas fenotipicas dos
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parasitas com os farmacos (susceptibilidade e/ou resisténcia) (MORAES et al., 2014). Porém,
nds consideramos que o S tem uma alta atividade tripanocida para diferentes linhagens de T.
cruzi. por exemplo para T.c. | e o T.c.VI (CL-Brener) ja que, este ultimo é um hibrido de T.c. Il
e T.c. lll. Portanto, € muito provavel que as linhagens de T.c. IV e T.c. V sejam susceptiveis
ao tratamento S e a MLS apresentando atividade tripanocida.

6.5 Alteracdes estruturais no T. cruzi

Para as analises de alteracdes estruturais foi tomando em conta os dados obtidos na
Tabela 4, e escolhida a metade da concentracéo de ICsp para epimastigotas enquanto que
para as formas tripomastigotas foi selecionado o mesmo tratamento do ensaio de infeccéo

celular (ICso para as células VERO) de acordo com a tabela 7.

Tabela 7. ICs0/2 sobre as formas extracelular (epimastigotas e tripomastigotas) de
Trypanosoma cruzi CL-Brener.

[Cs0/2 (UM)
Epimastigotas | Tripomastigotas
Controle - -
BZ 7,91 Nao analisado
S 6,56 280,65
MLS 7,93 313,35
SE 31,21 Nao analisado

Benzonidazol (BZ), N, N’- Squaramide 17 (S), Membranas Lipidicas Miméticas Vazias (MLV),
Membranas Lipidicas Miméticas com N, N’-Squaramide 17 (MLS) e N, N’- Squaramide 17
Extrusado (SE). Os valores representados na tabela sdo referentes a ICso/2 para 0s

tratamentos contra as formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi CL-Brener.
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6.5.1 Epimastigotas

As epimastigotas foram incubadas durante 72 horas com BZ ,S, MLS e ES, na dose
de ICso/2 (Tabela 7) e as alteracOes ultraestruturais provocadas por estes tratamentos em
comparacdo com o controle (sem tratamento) sdo mostradas na Figura 18. No controle
(Figura 18. A) é possivel visualizar areas especializadas da superficie celular, como o
citdstoma, que é uma estrutura envolvida na captacdo de macromoléculas do meio através
de um processo endocitico (Figura 18. A1) (SOUZA, 2009) e flagelo que emerge da parte
média do parasita.

Em relacdo aos parasitas tratados com BZ notou-se alteracdo na superficie celular
como proeminéncias no corpo celular e também distor¢ao no flagelo e citéstoma (Figura 18.
B1). Adicionalmente, observou-se alteragBes provenientes do tratamento com S como
protuberancia no citéstoma na parte superior celular (Figura 18. C1) e apés tratamento com
MLS observou-se fissuras com didmetro de aproximadamente de 200 nm na parte superior
celular (Figura 18. D1). Também foram observadas distor¢des no flagelo, reducdo do corpo
celular em sua extensdo e aumento em sua largura induzidos pelo tratamento com N, N’-

Squaramide 17 Extrusado (Figura 18. E).
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Figura 18. Alteracbes morfolégicas analisado por MEV em epimastigotas de T. cruzi tratadas
com BZ, S, MLS, SE por 72 h. (A;Al) Controle (sem tratamento) visualizou-se a citéstoma,
(B;B1) benzonidazol (ICso/2: 7,91 puM) observou-se no citéstoma alteracdo na superficie
celular, (C;C1) N,N’- Squaramide 17 (ICso/2: 6,56 UM) notou-se uma protuberancia no
citostoma na parte superior celular ,(D;D1) Membranas Lipidicas Miméticas com N,N’-
Squaramide 17 (ICso/2: 7,93 uM) observou-se fissuras com didmetro de aproximadamente de
200 nm na parte superior celular, e, (E;E1) N,N’- Squaramide 17 Extrusado ( ICso/2 : 31,21
pUM) apresentou-se distor¢cdes no flagelo, reducdo do corpo celular em sua extensao e
aumento em sua largura. Na seta é apontado o lugar em destaque e as letras com niumero

representam a magnificacdo da regido apontada na seta.

6.5.2 Tripomastigotas

Tripomastigotas foram incubados durante 12 horas com diferentes tratamentos sob a
dose de ICso/2 (Tabela 7). Na Figura 19 sdo mostradas as alteracOes ultraestruturais
induzidas por S e MLS. Observou-se nos parasitas tratados com S uma ruptura na membrana
ondulatéria na parte superior celular (Figura 19. B1) e notou-se uma transformacdo de
tripomastigotas para amastigota apés tratamento com MLS (Figura 19. C).

E condi¢cBes axénicas, pode ocorrer a diferenciagdo morfologica de tripomastigotas em
amastigotas e varios fatores que estimulam essa transformacdo foram descritos por
(VILLALTA E KIERSZENBAUM, 1982; ANDREWS et al., 1987; TOMLINSON et al., 1995).
Alguns desses fatores sao bem caracterizados como pH &cido, mudanca de temperatura,
meio altamente enriquecido ou estresse fisiolégico. Portanto, sugerimos que a
amastigogénese (processo de transformacédo de tripomastigotas para amastigotas) in vitro
pode ter ocorrido em decorréncia de processos de estresse fisioldgico causada pela

nanoestrutura MLS.
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X3,700 1pm

X 10,000 1pm

Figura 19. AlteragBes morfologicas analisadas por MEV em tripomastigotas de T. cruzi
tratadas com S e MLS por 12 h.

A) Controle (sem tratamento), B) N, N’-Squaramide 17 (ICso/2: 280,65 uM) observou-se uma
ruptura na membrana ondulatéria na parte superior celulares C) Membranas Lipidicas
Miméticas com N, N’- Squaramide 17 (ICso/2: 313,35 pM) notou-se transformacgdo a
amastigotas. Na seta é apontado o lugar da alteragéo estrutural em destaque e as letras com
namero representa a magnificacdo da regido apontada na seta.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

Conseguiu-se obter lipidios de célula de macréfago RAW 264.7 e, pelo método de
extrusdo permitiu-se obter diferentes sistemas nanoestruturados como a membrana
lipidica vazia (MLV), membrana lipidica com N'N’- Squaramide 17 (MLS) e o N'N’-
Squaramide 17 Extrusado (ES) mostrando diferentes diametros (203, 196 e 713 nm,
respectivamente), e MLV e MLS apresentaram uma morfologia esférica a comparacéo
do ES apresentou morfologia amorfa.

MLV podem ser consideradas como promissoras plataformas nanoestruturados visto
nédo ter induzido toxicidade em células VERO e Macréfago RAW 264.7.

Notou-se reducdo da estabilidade de MLS apés de 10 dias de armazenamento haja
vista que seu diametro hidrodindmico (dH) variou de 196,2 (+ 11) nm para 126,5 (+
0,7) nm neste periodo.

MLS tiveram uma diminuicdo em seu dH ao ser colocadas em solu¢des agquosas com
diferentes potenciais hidrogeniénicos (pH de 4, 7, 9) tanto no primeiro como no décimo
dia.

Por meio da espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho (IR) foi demostrado
que o S foi incorporado nas bicamadas lipidicas extraidas da membrana de macréfago
RAW 264.7 haja vista que encontramos a presenca das bandas em 1788 cm™ e 1674
cm?, correspondentes as carbonilas existente em S.

A MLS, nanoestrutura contendo o S, induziu elevada citotoxicidade em epimastigotas
(ICso de 15,9 £ 4,8 uM) e amastigotas intracelulares (ICso de 24,99 +4,8 uM), e, induziu
baixa citotoxicidade com (ICsp de 626.7 + 4.7) em células VERO e de (1974 + 6) em
RAW 264.7,

Observou-se que os parasitas perderam sua capacidade de infeccdo em 86% ap0s
tratamento com MLS sendo que houve 72 % de reducdo da multiplicacdo de
amastigotas intracelulares levando, assim, a uma inibicado de 81 % no numero de
tripomastigotas extracelulares.

Observou-se alteracbes estruturais induzidas por MLS em epimastigotas como
presenca de fissuras com didmetro de aproximadamente de 200 nm na parte superior
celular (1ICso/2: 7,93 pM em 72 horas) e notou-se uma diferenciacdo de tripomastigotas

para amastigotas (ICso/2: 313,35 UM em 12 horas).
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8 PERSPECTIVAS

Considerando tudo o que foi exposto e discutido neste trabalho, sugerimos algumas

perspectivas para estudos futuros como:

e Realizar estudos entre a interacdo celular e as diferentes nanoestrutura, usando
microscopia confocal ou citometria de fluxo.

e Utilizar outros tipos de farmacos, para encapsular nas membranas lipidicas miméticas
e aplicar para outras doencgas como leishmanioses ou cancer.

e Avaliar os efeitos téxicos e atividade tripanocida destas nanoestruturas (MLV, MLS e
SE) em ensaios in vivo (camundongos).

e Analisar alteracdes citoplasmaticas e mitocondriais nas células VERO e macréfago
RAW 264.7 e as diferentes fases do parasito, nos processos metabdlicos durantes os

tratamentos da MLS.

e |dentificar os principais fosfolipidios que se encontrem nas membranas lipidicas

miméticas.

9 CONSIDERACOES FINAIS

e A funcionalizagdo biomimética mediada pela membrana celular oferece uma enorme
promessa de revolucionar & nanomedicina em varias disciplinas e especialidades:
como autoterapias nao invasiva e entrega de farmacos, para o tratamento de cancer
e outras doencas.

¢ Neste trabalho, temos cumpridos alguns dos objetivos principais da nanotecnologia
contra a doenca de Chagas que é diminuir a citotoxicidade de um farmaco em células
e ter uma alta atividade tripanocida nas diminuicbes das formas amastigotas que

atualmente sao as formas mais dificeis de inibir a nivel intracelular.
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ANEXO 1 CARACTERISTICAS DE N, N’- SQUARAMIDE 17.

MATERIAL. O Material é identificado como:

UiB-A47
Para uma descricdo completa, consulte:
Synthesis and biological evaluation of N, N’ -squaramides with high in vivo efficacy and low
toxicity: toward a low-cost drug against Chagas disease"
F. Olmo, C. Rotger, I. Ramirez-Macias, L. Martinez, C. Marin, L. Carreras, K. Urbanova, M.
Vega, G. Chaves-Lemaur, A. Sampedro, J. Med. Chem. 2014, 57, 987-999.

ANEXO 2 PROCESSO DE OBTENCAO DE MOLECULAS BIOATIVAS EM SISTEMAS
CARREADORES MICRO E NANOESTRUTURADOS

Ap6s envasamento celular, estes foi resuspendido em 400 uL de agua ultrapura formandos
uma solucdo homogénea, em seguida foram adicionadas 1250 uL de cloroférmio, 2400 uL de
metanol, 1250 uL de cloroférmio e 1250 uL de &gua, a adicdo de cada solvente foi seguida de
agitacdo em vortex por 5 minutos e logo as amostras foram centrifugada a 3000 rpm por 5
minutos para a separacdo da fase de cloroformio (organico) contendo os lipideos. A fase
orgéanica, contendo os lipideos, foi coletada e acondicionada em uma rota evapora¢do. Em
seguida a amostra foi submetida a rota evaporacao por uma hora, em banho a 40 °C e presséo
de 207 Pa, para a evaporagao do cloroférmio e consequentemente formacg&o do filme lipidico
(ANEXO 3).
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ANEXO 3 ETAPAS DE OBTENGAO DE LIPIDIOS

Fase agua miliQ

Pellet de célula de macrofago
(400uL)

Primeira emulsificacio (1°E. (1*108 Cel/mL) (Fosfolipidio (P))

Agitagao em Vortex > min

Y

(1°E) Fase Cloroformio (CHCI3)
: (1250uL)

Segunda emulsificacio (2° E.)

Agitagao em Fortex J min

Y

(2°E) Fase Metanol (CH30H)
- = (2400uL)

Terceira emulsificacio (3° E.)

Agitacao em Vortex 3 min

Y

o Fase Cloroformio (CHCI13)
(°E) (1250uL)

Quarta emulsificacao (4°E.)

Agitacao em Fortex > min

o Fase dgua mili Q
(4°E) (1250ul)

Quinta emulsificacao (5° E.)

Agitagao em Vortex 3 min

Y

Centrifugaco a 3000 rpmi (5 min)
Separagdo de cloroformio (Contendo os lipideos)

v

Rota evaporagdo (1hora)
Banho maria a 40 °C e pressdo de 2017 Pa

!

Extrusdo

ANEXO 4 OS DERIVADOS AMINO DO ACIDO ESQUARICO, PODEM SER
CONSIDERADOS COMO AMIDAS VINYLOGOUS, QUE TEM A CAPACIDADE DE

LIGACAO DE HIDROGENIO.

H - bond acceptor

Y Y
] O
R _R R _H’
N N N N
1 ! 1 a
H H H H - bond
L A donor-acceptor
: : (anti / syn )}
H - bond donor

(anti /anti )
Opcdes de ligacdo de hidrogénio decorrentes anti/anti ou anti/syn, conférmeros de

Squaramide bis-secundarios Fonte: (ROTGER et al., 2004).



ANEXO 5 TRANSICOES CONFORMACIONAIS ENTRE OS ROTAMEROS (Z, 2) E (Z, E)
DA AMINOSQUAMIDA 17

.2y,

Transi¢cdes Conformacionais da Aminosquaramida 17. Os subscritos "u" e "p" indicam

formularios neutros e protonados, respectivamente. (OLMO et al., 2014)

ANEXO 6 HIDROLISES DO N, N’- SQUARAMIDE 17

L

o~ N LN
MaN Me "

1 e 4 produtos do Squaramato. Hidrélise alcalina em duas etapas de um Squaramide
representativa Fonte: (XIMENIS et al., 2017).
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ANEXO 7 CELULA VERO INFECTADA COM T. cruzi CL-Brener

40 Xl (]

As células foram coradas com kit de colora¢éo Panotico. A seta indica amastigotas no interior
da célula 40 X, ap6s de 72 horas de tratamentos. As letras maiusculas, apresentam: A)
controle, B) Tratado com N, N Squaramide 17 e C) Tratadas com membranas lipidicas

miméticas com N, N Squaramide 17.
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